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Abstract

Abstract

Die katalytische A-Untereinheit (RTA) des Ribosonieaktivierenden Pflanzentoxins Ricin
inhibiert die eukaryotische Proteinbiosynthese dudie Depurinierung der 28S rRNA,
wahrend die B-Untereinheit (RTB) fiir die Bindungdia Zielzelle verantwortlich ist. Da die
retrograde Transportroute des Toxins nur teilweisestanden ist, sollte der intrazellulare
Transport verschiedener RTA-Varianten in Sduged dHefezellen ndher analysiert werden.
In der vorliegenden Arbeit konnte erstmals die goke Wirkung von extern appliziertem
RTA auf Hefespharoplasten gezeigt werden. Des \Wagiteurden neuartige Testsysteme zur
Untersuchung des retrograden Toxintransports imeéModyanismus Hefe etabliert, mit deren
Hilfe auffallige Gemeinsamkeiten zwischen Saugemd WHefezellen festgestellt wurden.
Zudem konnte belegt werden, dass RTA im Vergleich zu RTAE- eine starkere
Toxizitdt in Hefen induziert. Neben dem Nachweisr d&oxinaufnahme durch
fluoreszenzmarkierte RTA-Fusionen wurden auch ndumveise auf eine Interaktion von
RTA"PE: mit dem HDEL-Rezeptor Erd23 in Saugerzellen efiradbschlieRend konnte
mittels RNA-Interferenz demonstriert werden, dass63 bei der Retrotranslokation von
RTA"PEL und RTA®PEL im Sauger eine Rolle spielt. Die vorliegende Artebffnet somit

neue Mdglichkeiten, den Transport von RTA in Hefed Saugerzellen zu analysieren.

The catalytic A-subunit (RTA) of the ribosome-ingating plant toxin ricin inhibits
eukaryotic protein biosynthesis by depurinationtlod 28S rRNA, whereas the B-subunit
(RTB) is required for binding to target cells. Sirtbe retrograde toxin transport route is only
partly understood, the intracellular transport fedent RTA variants should be analyzed in
mammalian and yeast cells. In this study, the tefiect of externally applied RTA against
yeast spheroplasts was shown for the first timethéamore, novel yeast based bioassays
were established to elucidate the toxin traffickinghe model organism yeast. These assays
revealed striking similarities between RTA trangporyeast and in mammalian cells. It was
further demonstrated that RTA™- induced a stronger toxicity against yeast than fA

In addition to the confirmation of the toxin uptakg fluorescent RTA fusions, further
experimental evidence also suggests the interacfi&®iTA"PF- with the mammalian HDEL-
receptor Erd23. Finally, it was demonstrated by RN#&rference that Sec@Xlays a role in
the retrotranslocation of RTA®- and RTAPE- in mammalian cells. Hence, this study

facilitates novel options to analyze the transpdbRTA in yeast and mammalian cells.



Einleitung

1. Einleitung

In der modernen Medizin stellt die Intoxifikationitnbakteriellen und pflanzlichen Toxinen
ein zunehmendes Problem dar. Zu den wohl bekaentéstkteriellen Toxinen z&hlen dabei
das Shiga-Toxin vorShigella dysenteriasowie das Cholera-Toxin voXibrio cholerae
(Badizadegaret al, 2004; Johannes und Romer, 2010; Sandvig und \aursD 2002a).
Neben diesen stellt vor allem die Infektion mit @&hilike"-Toxin produzierenden
Escherichia coliStammen wie z. B. den enterohamorragisdéecoli Stdimmen (EHEC) ein
wachsendes Gesundheitsproblem dar (Ferens und H20dé&; Karmali, 2004; Taret al,
2005; Wuet al, 2011; Zojaet al, 2010). Auch eine Vielzahl von Pflanzen sind im dage,
potente Toxine wie Ricin, Abrin oder Modeccin zogwzieren (Dickergt al, 2003; Sandvig
et al, 2010b; Sandvig und van Deurs, 2002a). In Pflardienen sie meist zur Abwehr von
Fressfeinden oder zur Bekampfung von Viren (Letdal, 2005; Parikh und Tumer, 2004).
Die Intoxifikation mit Pflanzentoxinen erfolgt beifenschen in der Regel unabsichtlich
durch den Verzehr von Samen oder kontaminierterriNegjsmitteln, was jedoch haufig zum
Tod der Betroffenen fuhrt (Dickenst al, 2003). Zudem stellt vor allem das Pflanzentoxin
Ricin eine ernstzunehmende Bedrohung dar, da eBidigrroristische Zwecke missbraucht
und als terroristische Waffe eingesetzt werden K&atocka und Streda, 2006; Scletfal,
2009). Um die Intoxifikation mit Ricin zukinftig #fienter behandeln sowie geeignete
Gegenmittel entwickeln zu konnen, ist es notwendigssen Aufnahme und intrazellulare

Transportmechanismen im Detail zu charakterisierahzu verstehen.

1.1 Ricin
1.1.1 Vorkommen und Entdeckung

Im Laufe der Evolution hat die PflanzRicinus communigWunderbaum) einen sehr
effektiven Mechanismus zum Schutz vor potentielleessfeinden entwickelt. Die zur
Familie derEuphorbiaceae(Wolfsmilchgewachsepehorende Pflanzg@roduziert dazu das
Pflanzentoxin Ricin und speichert es im Endospegiier Samen (Balint, 1974; Hartley und
Lord, 2004a; Youle und Huang, 1976). Dabei hanéglsich um eines der starksten Toxine
biologischer Herkunft. Die mittlere letale Dosid)de) liegt bei ca. 3 pg/kg und entspricht bei
erwachsenen Menschen dem Verzehr von etwa vieadbis Samen (Liret al, 1970; Wedin

et al, 1986). Industriell werden die Samen hauptsachtisth Gewinnung von Rizinusoél
verwendet, das aufgrund seiner laxativen Wirkusgstdrkes Abfihrmittel im medizinischen
Bereich eingesetzt wird (Olsnes, 2004). Auch bei lderstellung von Farben und Lacken

9
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wird auf das Ol zuriickgegriffen (Beyeet al, 2009; Burgsh, 1960). Bereits im
19. Jahrhundert veranlasste die starke toxischkuny der Samen Stillmark dazu, die fur die
Toxizitat verantwortliche Komponente naher zu ckimasieren (Stillmark, 1888). Neunzig
Jahre spater stellte sich heraus, dass es siakeheron Stillmark isolierten Ricin-Extrakten
falschlicherweise um ein Gemisch aus Ricin und remeht-toxischen Komponente, dem
Ricinus communigglutinin, handelte (Olsnes, 1978). Dennoch legtike Entdeckungen

von Stillmark den Grundstein fur das heutige Wissdrer die Funktion, Struktur und

Wirkungsweise von Ricin.
1.1.2 Funktion der Untereinheiten

Ricin selbst stellt ein heterodimeres Glykoprotetar, welches sich aus zwei
unterschiedlichen Untereinheiten zusammensetzideBeintereinheiten sind kovalent tber
eine Disulfidbriicke miteinander verbunden (Hartheyl Lord, 2004a; Lorét al, 1994). Die
A-Untereinheit (RTA, 32 kDa) reprasentiert dabee dkatalytische Domane, die als
N-Glykosidase fungiert und in der Lage ist, eineezsiischen Adenin-Rest an Position 4.324
der ribosomalen 28S rRNA zu entfernen (Endo unduiggul1987; Endo und Tsurugi, 1988).
Der hoch konservierte Adenin-Rest befindet sicleimem Tetraloop (GAGA). Dieser liegt
innerhalb eines konservierten Bereichs aus zwdtioRilkleotiden, der als-Sarcin/Ricin-
Loop (SRL) bezeichnet wird (Szewczak al, 1993). Durch die Depurinierung bleibt zwar
das Phosphodiester-Rickgrat der rRNA intakt (Endd UTsurugi, 1987), jedoch wird die
Bindung der essentiellen Elongationsfaktoren EF42d uEF-1 irreversibel blockiert
(Montanaroet al, 1975; Nilsson und Nygard, 1986). Dadurch werden Iditiation der
Proteintranslation sowie die damit verbundene biesynthese verhindert (Moazed al,
1988). Ein einzelnes RTA-Molekil ist dabei in deage,in vitro ca. 2.000 Ribosomen pro
Minute zu inaktivieren (Eiklicet al, 1980; Sandvig und van Deurs, 2002a). Die Inhilrigr
der Ribosomen fihrt letztendlich zur Hemmung detétnbiosynthese und zum Zelltod der
betroffenen Zellen. Interessanterweise reagiereho$®men verschiedener Organismen
unterschiedlich auf RTA. Tierische Ribosomen besitzdabei eine funffach hohere
Sensitivitat als pflanzliche Ribosomen (Cawley al, 1977; Harley und Beevers, 1982;
Taylor et al, 1994). Im Gegensatz dazu sind prokaryotische $ilmen resistent gegentber
RTA (Nilsson und Nygard, 1986). Zusatzlich belegeneste Untersuchungen an Hefe- und
Saugerzellen, dass RTA in der Lage ist, die ,urddl@grotein response” (UPR) zu inhibieren,
indem einerseits das SpleiRen ddACUYXBPLImRNA verhindert und anderseits die
Phosphorylierung von Irelp blockiert wird (Parihal, 2008; Wanget al, 2011).

10
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Die B-Untereinheit (RTB, 34 kDa) ist hingegen fie @indung des Toxins an die Oberflache
von Zielzellen verantwortlich. RTB bindet dabei lemmplexe Kohlenhydrat-Strukturen von
Glykoproteinen oder -lipiden der Plasmamembran,teliminale N-Acetylglukosamin- bzw.
B-1,4-Galaktosereste besitzen (Baenziger und Fi#8%9; Sandviget al, 1978). In
Abbildung 1 sind der Wirkungsmechanismus sowie Aefbau von Ricin schematisch

zusammengefasst.
A) : ) . )
katalytische Domiine zellbindende Domiéine
S—S S—S S—S S—S
RTB
B) S—S
RTA

GG G G

C A C A Inhibierung

A G  Deadenylierung A G  der Translation
U g-Sarcin/Ricin - a-Sarcin/Ricin G Zell
A G _ elltod
Loop Loop
A A A A

C C C C
U C U C
C G C G
G C G C
U A U A

28S rRNA 28S rRNA

Abbildung 1: (A) Schematische Struktur und (B) Wirkungsmechanismus von Ricin (verandert
nach Szewczalet al, 1993).

1.1.3 Dreidimensionale Struktur

Neben der Primarsequenz konnte auch die dreidimeal® Struktur von Ricin und
rekombinantem RTA durch Rontgenkristallanalyse ekifiyt werden (Montforet al, 1987;
Westonet al, 1994). Anhand der Rontgenkristallstruktur vortdiber und Robertus (1991)
kbnnen die strukturellen Toxinmerkmale im gefaltet€ustand verdeutlicht werden
(Abbildung 2).

Die katalytische A-Untereinheit besteht aus eingRaltblatt und acht-Helices. Diese
Sekundarstrukturen machen ca. 50 % der 267 AS abig¢ereinheit aus. Strukturell kann
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RTA in drei Domanen unterteilt werden. Dabei bildea. 40 % des N-Terminus eine
kompakte Faltungseinheit, die aus d@dRaltblatt und zwei-Helices aufgebaut ist. An diese
knupft die zweite Doméane an, die aus fanHelices besteht und wiederum ca. 40 % von
RTA ausmacht. Die zentrale-Helix der zweiten Domane ist gréf3tenteils unpaliad
beinhaltet zwei der insgesamt acht Reste des ak#emtrums (Glyl77 und Argl80). Die
tbrigen 20 % des C-terminalen Bereichs von RTAdrildlie dritte Domane, die an der
Bildung des aktiven Zentrums beteiligt und fir dieraktion mit RTB entscheidend ist
(Katzinet al, 1991; Lordet al, 1994).

Die 262 AS lange B-Untereinheit besteht hingegeshzavei homologen Doménen, die durch
Genduplikation entstanden sind. Jede einzelne Densirwiederum aus einem Linkerpeptid
(Lambda) sowie drei homologen Untereinheiter8 undy aufgebaut. Diese sind aus einem
ursprunglichen Galaktose-Bindemotiv entstanden, eivatur noch eine Untereinheit pro
Doméne eine Galaktose-Bindeaktivitat besitzt (Ha@10; Lordet al, 1994). Im Vergleich
zu anderen zuckerbindenden Proteinen ist die GmekBindung sehr schwach, weshalb
bislang noch kein spezifischer Rezeptor identifizigerden konnte. Allerdings kann nicht
ausgeschlossen werden, dass Ricin auch durch Rezepmittelte Endozytose internalisiert

wird.

zentrale a-Helix von RTA RTA

1. Lektin-Domiine

Disulfidbriicke zwischen
RTA und RTB

2. Lektin-Domiine

Abbildung 2: Dreidimensionale Struktur des Pflanzenoxins Ricin. Schematische Darstellung der
von Rutenber und Roberts (1991) beschriebenen t8trgkufldsung: 2,5 A). Der C-Terminus von
RTA und RTB ist in blau und der N-Terminus in r@rgestellt (verandert nach Hart, 201().
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1.1.4 Kilassifizierung von Ricin

Ricin wird aufgrund der zweiteiligen Struktur undrdunktionellen Eigenschaften der beiden
Untereinheiten zur Klasse der A/B-Toxine gezahlalfeés und Sandvig, 2000). Die
prominentesten humanpathogenen Vertreter dieseinKlagsse sind z. B. die Anthrax-,
Cholera- und Shiga-Toxine sowie verschiedene Newnmoé wie das Tetanus- oder
Botulinum-Toxin (Sandvig und van Deurs, 2002a). &eRicin werden auch die pflanzlichen
Toxine Abrin und Modeccin dieser Klasse zugeordff&lnes und Sandvig, 2000). Im
Allgemeinen zeichnen sich A/B-Toxine durch das \émtlensein einer A- und B-Kette aus.
Dabei entfaltet die enzymatisch aktive A-Kette ihHoxische Wirkung im Zytosol der
Zielzelle. Die Wirkungsmechanismen reichen dabei der Hemmung der Translation bis hin
zur Blockierung der synaptischen Reizweiterleiti{8gndvig und van Deurs, 2002a). Eine
Ausnahme stellt das Subtilase-Zytotoxin dar, wedchereits im ER-Lumen die spezifische
Spaltung des Chaperons BiP vermittelt. Die Inaktivng von BIiP stimuliert die Freisetzung
von Cytochrom C, wodurch die Zelle die Apotose @it (Matsuureet al, 2009; Patoret
al., 2006; Paton und Paton, 2010). Zudem besitzenT@¥8ne eine aus einer oder mehreren
B-Segmenten bestehende B-Kette, die fur die Zealllmg verantwortlich ist. Beide
Untereinheiten sind wie im Fall von Ricin Uber edisulfidbricke miteinander verbunden
(Sandviget al, 2010b).

Mit Ausnahme von Ricin binden A/B-Toxine vorwiegead spezifische Rezeptoren auf der
Zelloberflache (Falnes und Sandvig, 2000). Die hinmsi@ende Internalisierung erfolgt
zumeist durch Endozytose (Loed al, 1994; Rogel und Hanski, 1992). Dabei sind sowohl
Clathrin-unabhéangige als auch Clathrin-vermitteiedozytose-Mechanismen beschrieben
(Sandvig und van Deurs, 2002a). Auch die Transiokain das Zytosol verlauft auf
unterschiedlichen Wegen. Wahrend das Diphtherid-Amthrax-Toxin beispielsweise direkt
aus den Endosom in das Zytosol gelangen, werdemdisten A/B-Toxine, darunter auch
Ricin, nach dem Erreichen des endosomalen Kompemtsnretrograd Uber den Golgi-
Apparat in das ER transportiert (Collier, 2001Balyaet al, 1997; Sandvig und van Deurs,
2002b; Spooneet al, 2006; Young und Collier, 2007). Der intrazell@&rransport von A/B-
Toxinen endet im Allgemeinen mit der Translokationdas Zytosol. Dort kommt es durch
die verschiedenen Wirkungsmechanismen letztendiom Tod der betroffenen Zelle.
Allerdings sind die zugrunde liegenden Transpodpsse sowie die darin involvierten
Proteine bei vielen A/B-Toxinen nur teilweise beasalben oder noch vollkommen unbekannt.
Des Weiteren gehoért Ricin zur grof3en Klasse dep$tilmen-inaktivierenden Proteine, kurz
RIPs (Roberts und Smith, 2004). Die Vertreter diekéasse besitzen allesamt eine
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N-Glykosidase-Aktivitat, wodurch sie in der Lage dsinspezifisch einen oder mehrere
Adeninreste der ribosomalen 28S RNA zu entfernehaamit die Ribosomen irreversibel zu
schadigen (Stirpe, 2004). Die Einteilung der RIAsIgt in der Regel in zwei Hauptklassen:
Typ-1 bzw. Typ-2 RIPs (Hartley und Lord, 2004a), bed Ricin zum Typ-2 gehort.
Zusatzlich ist noch die Klasse der Typ-3 RIPs besbkn, der jedoch nur JIP60 aus
Hordeum vulgareangehort (Peumanst al, 2001; Reinbotheet al, 1994). Wéhrend die
Gruppe der Typ-1 RIPs nur aus einer enzymatisclveaktPolypeptidkette bestehen, sind
Typ-2 RIPs aus zwei unterschiedlichen Untereinhedafgebaut. Neben der katalytischen
A-Untereinheit besitzen sie eine zusatzliche B-umtweit, die fur die Zellbindung
verantwortlich ist (Barbieriet al, 1982; Olsnes und Pihl, 1973). Die Polypeptidketés
Typ-3 RIPs, JIP60, setzt sich dagegen aus zwei Dhem&usammen; die N-terminale
Doméne ahnelt dabei der Typ-1 Polypeptidkette, ngégen die Funktion der C-terminalen
Doméane noch unbekannt ist (Reinbotteal, 1994). Eine Einteilung der RIPs sowie einige
Beispiele sind in Abbildung 3 vergleichend darghtste

s

Ribosomen-inaktiverende Proteine]

.

N
[ Typ-1 Typ -2
| I—
J/
I JIPGO
(Hordeum vulgare)
m nicht-toxisch
z.B. z.B
Lyophyllin Saporin (Saponaria RCA
(Lyophyllum shimeij) officinalis) Bakterlen Pflanzen (Ricinus communis)
V. volvacea RIP PAP (Phytolacca Cinnamomin
(Volvariella volvacea) ameriacana) z.B. z.B. (Cinnamomum camphora)
Trichosanthin Shiga-Toxin Ricin Nigrin b
Algen (Tric ho:mn thes d(Shigel.ltl (Ricinus communis) (Sambucus nigra)
kirilowii) lysenteriae) Abrin Porrectin
Shiga-,,like*“- (Abrus precatorius) (Cinnamomum porrectum)
Lam] apin . Toxine (E.coli) Modeccin o- und B-Sativin
(Laminaria japonica) (Adenia digitata) (Pisum sativum)

Abbildung 3: Einteilung der Ribosomen-inaktivierenden Proteine in die einzelnen Unterklassen.
In der Abbildung ist die schematische Struktur derschiedenen Typen angedeutad. gtellt dabei
die A-Untereinheit N-Glykosidase-Aktivitat), §) die B-Untereinheit (Zellbindung) undd) eine
Untereinheit mit unbekannter Funktion dar. Die AdwB- Untereinheit sind Uber eine Disulfidbriicke

miteinander verbunden. In Klammern sind zusatztiolh Produzenten der unterschiedlichen RIPs
angegeben.

In der Natur sind RIPs vor allem im Pflanzenreiokitwerbreitet. AuRerdem kommen sie in

einer Reihe von Nutzpflanzen wie z. B. Mais, Kirbisd Spinat vor (Barbiert al, 2006;
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Ishizaki et al, 2002; Prestleet al, 1992; Walshet al, 1991). Aber auch einige Pilze,
Bakterien (z. B. Shiga-Toxin aughigella dysenterigesowie die AlgeLaminaria japonica
sind in der Lage, RIPs zu exprimieren (Girleesal, 2004; Hartley und Lord, 2004b; Stirpe,
2004). Groldtenteils handelt es sich dabei um T®]IHS, die in einer Vielzahl von Pflanzen
in teilweise sehr hohen Konzentrationen (mehre@ m@) zu finden sind (Stirpe, 2004). Im
Gegensatz zu einigen Typ-2 RIPs sind die meistaglidider vom Typ-1 nicht toxisch und
stellen somit keine ernstzunehmende Gefahr furMenschen dar. Aufgrund der antiviralen
Wirkung besteht ihre Aufgabe in Pflanzen wahrsdiginin der Abwehr von pathogenen
Viren (Parikh und Tumer, 2004; Wang und Tumer, 30Q0nter den Typ-2 RIPs sind
unterdessen mehrere hochpotente Toxine zu findeem Ricin z&hlen Volkensin aus
Adenia volkensiund Abrin ausAbrus precatoriuszu den starksten Vertrete(Audi et al,
2005; Barbieriet al, 2004). Allerdings besitzen nicht alle Typ-2 RE#se toxische Wirkung,
weshalb sie nochmals in nicht-toxische und toxisttestreter unterteilt werden kdnnen
(Stirpe, 2004).

1.1.5 Naturliche Ricin-Biosynthese inRicinus communis

In R. communigindet die Biosynthese von Ricin wahrend der Samitung statt und endet
mit der Speicherung von katalytisch aktivem Toxinden Vakuolen der Endospermzellen
reifer Samen (Roberts und Lord, 1981; Youle und ridual976). Neben Ricin sind noch
weitere Isoformen (RI, RIl, RIIl und RCAYeschrieben, die zusammen etwa 5 % der im
Samen enthaltenen Proteine ausmachen (Seftgal 2010). Die Ricin-Isoformen RI-RIII
unterscheiden sich beispielsweise in ihren Glykesyhgsmustern, wodurch deren toxische
Wirkung variieren kann (Sehgat al, 2011). Die Toxinsynthese beginnt mit der Tramgiat
eines 576 AS grol3en Vorlauferpeptids, das als Brigpr bezeichnet wird (Butterworth und
Lord, 1983). Dieses besteht aus einem N-termin&lgnalpeptid (26 AS), gefolgt von einem
Propeptid (9 AS) sowie den spateren RTA- (267 A8) RTB- (262 AS) Untereinheiten. Im
Vorlaufer sind die beiden Untereinheiten zusatzlicdurch ein intramolekulares
Linker-Propeptid (12 AS) voneinander getrennt (ireeet al, 1995; Lambet al, 1985).
Wahrend der Proteintranslation vermittelt das Spugyatid im ersten Transportschritt den
cotranslationalen Import in das ER (Fermial, 1995). Im ER-Lumen wird das Signalpeptid
abgespalten, wodurch das sogenannte Proricin bhtgesatzlich werden die vier primaren
Glykosylierungsstellen durch den OST-Komplex glykst (Lord, 1985). Abschliel3end
wird das Proricin durch die Ausbildung von funf Olifedbriicken stabilisiert, wobei vier
innerhalb von RTB entstehen und die flinfte die exgdit RTA und RTB-Untereinheiten
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miteinander verbindet (Lord, 1985; Rutenber und é&tls, 1991). Das prozessierte Proricin
gelangt im zweiten Transportschritt Uber den Gélgparat in die Speichervakuolen der
Endospermzellen. Dabei erfolgt der Transport inesagnten ,precursor accumulating
vesicles® (PAC) (Hara-Nishimurat al, 1998). In den Vakuolen werden sowohl das
N-terminale Propeptid als auch das Linker-Peptitdeent, so dass das native, heterodimere
Toxin entsteht (Butterworth und Lord, 1983). Dagedpaltene Linker-Peptid gewahrleistet
die korrekte Zielsteuerung von Proricin in die Vaky wohingegen die Funktion des
N-terminalen Propeptids noch ungeklart ist (Frigetial, 2001).

Die Pflanze selbst minimiert durch die verschiedeneposttranslationalen
Modifikationsschritte die Wahrscheinlichkeit, durdhs eigene Toxin geschadigt zu werden.
Sowohl Praproricin als auch Proricin liegen in eimeaktiven Form vor, wodurch ein
unbeabsichtigter Transport in das Zytosol keinekde Inaktivierung der Ribosomen zur
Folge hat (Richardsoet al, 1989). Des Weiteren scheint RTB das aktive Zentdes reifen
Toxins sterisch zu blockieren, so dass RTA ershn@bspaltung der Linkersequenz die
N-Glykosidase-Aktivitat erlangt (Wright und Robertus987). Auch die Speicherung in
einem separaten Kompartiment, den Vakuolen, stglitn weiteren Schutzmechanismus vor
dem eigenen Toxin dar. Sollte dennoch ein aktivéaRlolekil in das Zytosol gelangen,
kommt es aufgrund der beiden Lysinreste zur scéndllbiquitinierung und proteasomalen
Degradation (Lordet al, 2005). Dies zusammen mit der Tatsache, dass ziftae
Ribosomen weniger anfallig gegeniber Ricin sindaudat der Pflanze grof3e Mengen an
Ricin zu synthetisieren und zum Schutz vor potdetieFressfeinden in den Samen zu
speichern (Harley und Beevers, 1982; Letal, 2005).

1.1.6 Anwendungsmaoglichkeiten von Ricin

Unabhéngig von seiner physiologischen Rolle in i2féa wird Ricin sowohl in der
Biomedizin als auch in der Forschung in untersdiubsten Bereichen eingesetzt.
Beispielweise wird bei der Behandlung von Krankdweitwie z. B. in der Krebstherapie
versucht, Ricin an unterschiedliche Antikorper znppeln oder an spezifische Liganden,
deren Rezeptoren auf Tumorzellen stark Uberexprimierden, zu fusionieren (Bar#t al,
2000; Burbageet al, 1997; Frankekt al, 1997; Rodriguezt al, 1993; Zhonget al, 2001).
Dadurch soll die katalytische Untereinheit gezzeitden entarteten Tumorzellen dirigiert und
diese nach erfolgter Internalisierung abgetttetderer Obwohl sogenannte chimére Toxine
ein grof3es Potential in der Bekampfung von Krartlnebesitzen, wurde bis heute lediglich
ein einziges als Medikament zugelassen. Bei Dekitediftitox handelt es sich um ein

16



Einleitung

Fusionsprotein aus der zytotoxischen Untereinheg Diphterie-Toxins und Interleukin-2,
welches zur Behandlung von malignen T-Zell-Lymphaneengesetzt wird (Turturro, 2007).
Das Hauptproblem der Immunotoxine stellt in der &etje geringe Spezifitdt dar, wodurch
auch gesunde Zellen geschadigt werden und es destlebenwirkungen wie z. B. dem
Kapillarlecksyndrom (VLS) sowie Leber- und Nierendden kommen kann (Balure al,
2000; Baluna und Vitetta, 1997; Franka al, 1995). Zukinftig sollen die Nebeneffekte
durch die Verwendung von bispezifischen Antikdrpeawie modifizierten Toxinvarianten
soweit minimiert werden, dass eine effektivere wotlonendere Behandlung der Patienten
erfolgen kann (Sandviegt al, 2010b; Smallshawt al, 2003; Valleraet al, 2009).

Eventuell kann auch die Diagnose von bestimmtenb&aden wie z. B. Darmkrebs in
Zukunft mit Hilfe von A/B-Toxinen erfolgen. Zum Bspiel sind auf der Oberflache vieler
Tumorarten die potentiellen Shiga-Toxin-Rezeptostark Uberexprimiert, wodurch eine
Friherkennung der Tumore durch die zellbindende nBekeéinheit des Shiga-Toxins
zuklnftig mdglich sein kdnnte (Johannes und RO2@tP).

Ein weiteres Einsatzgebiet stellt die Entwicklungkigie dar (Lordet al, 1994). RTA kann
dort zur spezifischen Abtétung von Geweben odertyfen wéahrend unterschiedlicher
Entwicklungsstadien eingesetzt werden. Die andébahden Auswirkungen auf die
Entwicklung eines Organismus kann somit genau armatywerden. Beispielsweise konnte
mit Hilfe transgener Mause, die RTA unter der Kol& desa-A Kristallin Promotors
exprimierten, die Entwicklung der Augenlinse nabetersucht werden (Landet al, 1988).
Auch in Drosophila melanogastekonnen durch die gezielte Abt6tung von Zellen etstt
RTA grundlegende Entwicklungsvorgange genau cherisktrt werden (Chept al, 2012;
Moffat et al, 1992; O'Kane und Moffat, 1992).

Zusatzlich stellen A/B-Toxine wie Ricin auch einchiiges Instrument zur Charakterisierung
grundlegender zellularer Transportprozesse, wie der Endozytose und Retrotranslokation,
in Séugerzellen dar (Schiavo und van der Goot, POALf diese Art und Weise kann
beispielsweise auch der retrograde Transport ig&aellen genauer verstanden werden. Mit
Hilfe des Shiga-Toxins konnte beispielsweise 198&neals der retrograde Weg von der
Plasmamembran bis in das ER beschrieben werderd\(fgaat al, 1992). Mittlerweile
werden A/B-Toxine jedoch nicht nur zur Untersuchwwmn Transportwegen eingesetzt,
sondern auch als Carrier-Systeme zum Import votelPien bzw. DNA in Zielzellen genutzt
(Fominaya und Wels, 1996; Viet al, 2008).

Neben den vielfaltigen biomedizinischen Anwendunggiichkeiten kann Ricin allerdings
auch als biologische Waffe zweckentfremdet werdtsnghold, 2004; Musshoff und Madea,
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2009). Trotz intensiver Forschung konnte noch ledfektives Gegenmittel fir den Menschen
entwickelt werden (Audiet al, 2005). Jedoch ist die Neutralisation von Ricinrctiu
entsprechende Antikdrper bereits mehrfaichvitro gelungen und auch teilweise im
Mausmodell gezeigt worden (Beyetral, 2009; Dertzbaughkt al, 2005; Lemleyet al, 1994;
Mantis et al, 2006; Prigenet al, 2011). Auch zur Herstellung eines Impfstoffesegeficin
wurden eine Vielzahl verschiedenster Ansatze gatestvobei nur zwei sehr
vielversprechende Resultate in klinischen Studmarivéenschen lieferten (Leglet al, 2011;
Smallshawet al, 2007; Smallshaw und Vitetta, 2012). Um die Enkliog neuartiger
Antikorper weiter voranzutreiben bzw. vorhandene werbessern, ist vor allem ein
detailliertes Wissen uber die Toxinstruktur undrkarng von essentieller Bedeutung.
Insgesamt stellt Ricin besonders wegen der ebeangéen Grinde und seines enormen
Potentials in ahnlichen Fragestellungen noch heurtewichtiges Forschungsgebiet dar und
wird auch mittel- und langfristig von grof3em wissemaftlichem Interesse sein. Um sich
allerdings das Potential von Ricin und anderen Ainen in der Bekampfung von
Krankheiten zu Nutze zu machen, ist es unbedingtverdig, deren Intoxifikations-

mechanismen zu verstehen.

1.1.7 Intoxifikation von Saugerzellen

In den letzten Jahrzehnten wurden die komplexemspmartwege von Ricin intensiv
untersucht, um die zugrunde liegenden MechanismerDetail zu charakterisieren und
aufzuklaren. Das Pflanzentoxin Ricin gelangt Gbee® mehrstufigen Transportmechanismus
zu seinem Wirkungsort, dem Zytosol. Zuerst bindas doxin an die Zelloberflache der
Zielzelle und wird durch Rezeptor-unabhangige Egtlise internalisiert. Danach wird das
Toxin retrograd von frihen endosomalen Kompartimentiber das TGN zum ER
transportiert. Anschliel3end erfolgt von dort dietrB@anslokation von RTA durch die
ER-Membran in das Zytosol. Im letzten Schritt imaktt RTA die eukaryotischen
Ribosomen, was den Tod der Zielzelle zur Folge(batd et al, 1994; Rapalet al, 1997,
Sandviget al, 2010b).

1.1.7.1 Bindung, Endozytose und retrograder Transport zunol@-Apparat

Im ersten Intoxifikationsschritt bindet RTB mit Félseiner beiden Galaktose-Bindestellen an
terminale Galaktosereste von Glykolipiden bzw. t@ireen der Zelloberflache von
Saugerzellen. Da die Plasmamembran von BHK-21-Zdbeispielsweise durchschnittlich
ca. 1,25 x 10potentielle Galaktose-Bindungsstellen fiir Ricinitzéswerden Toxinmolekiile

18



Einleitung

von der Plasmamembran weitestgehend absorbiert Péanset al, 1988). Zusatzlich zeigen
Untersuchungen an Leberendothelzellen sowie Malaggh dass Ricin auch an andere
Strukturen wie z. B. bestimmte Mannose-Rezeptorgndaren Zelloberflache binden kann
(Simmons und Russell, 1985; Simmoeas al, 1986). Die anschlielende Aufnahme des
Toxins kann sowohl Uber Clathrin-vermittelte alsclauClathrin-unabhéngige Endozytose
erfolgen (Sandvig und van Deurs, 1996; Simpsknal, 1998). Zusatzlich kann die
Internalisierung von Ricin sowohl Dynamin-unabh@nais auch -vermittelt ablaufewobei die
genauen Mechanismen unbekannt sind (Llorentd, 1998; Simpsomet al, 1998).

Ein Grol3teil der endozytierten Toxinmolekulle windtveeder in den Lysosomen degradiert
oder zurtick zur Plasmamembran befordert und exazytMoisenovichet al, 2004; Sandvig
und van Deurs, 1996; Van Dewsal, 1986). Nur ca. 5 % des Toxins werden retrograd zu
TGN transportiert (Van Deurst al, 1988). Der Transport verlauft dabei Rab9- undRab
unabhangig und scheint vermutlich aus den frihelogaymalen Kompartimenten zu erfolgen
(lversenet al, 2001; Lauvraket al, 2002). Auch die Beteiligung der GTPasen, Rab6 und
Rab6a, die den Transport vom frihen Endosom zum T&dlieren, unterstitzt diese
Annahme (Moreawet al, 2011; Utskarpert al, 2006). Der retrograde Transport von Ricin
durch den Golgi-Apparat ist dabei entscheidend déssen toxische Wirkung, da eine
Zerstbrung des Kompartiments durch Brefeldin A Zakinresistenz von Saugerzellen fuhrt
(Yoshida et al, 1991). Im Gegensatz dazu fuhrt die Erhéhung desinfransports zum
Golgi-Apparat mittels Monensin zu einer gesteigeitevivo Toxizitat (Morreet al, 1987;
Vasandanket al, 1992). Aul3erdem kann die toxische Wirkung vonirRaurch das Anflgen
des Golgi-Retentionssignals YQRL verstarkt werdémafet al, 1998).

Mittlerweile ist bekannt, dass sowohl der GARP-Kdexpals auch die Proteine VAMP4,
Syntaxin 5/6/16 eine wichtige Rolle beim Eintrith iden Golgi-Apparat Ubernehmen,
wohingegen der Retromer-Komplex keine Rolle sifMlbreauet al, 2011; Stechmanet al,
2010). Die Inhibierung von Syntaxin 5 beispielsweesehitzt Mause vor einer letalen Ricin-
Dosis. Dabei verhindert der Inhibitor Retro-2 dgsion von Syntaxin 5-positiven Vesikeln
mit dem TGN, wobei der Mechanismus noch unbekasin{Stechmanret al, 2010). Auch
eine Beteiligung des TRAPP- und COG-Komplexes aginRiransport konnte beobachtet
werden (Moreatet al, 2011). Neben den unterschiedlichen Transportkergn spielt auch
die Zusammensetzung der Membranen eine entscheideotle. Saugerzellen, die einen
reduzierten Cholesterolgehalt besitzen, zeigen neimerringerten Toxintransport vom
Endosom zum TGN, wahrend der Verlust von Sphingi#ip eine gesteigerten vivo
Toxizitat zur Folge hat (Grimmaeat al, 2000; Grimmeet al, 2006; Moreatet al, 2011).
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1.1.7.2 Retrograder Transport zum ER

Nachdem das Toxin retrograd durch den Golgi-Apparansportiert wurde, gelangt ein
Bruchteil der Toxinmolekile zum ER, wobei der geihdechanismus ebenfalls noch unklar
ist. Allerdings konnte direkt und indirekt gezeigerden, dass Ricin in das ER-Lumen
transportiert wird (Rapaket al, 1997; Sandvig und van Deurs, 2002b; Slominska-
Wojewodzka et al, 2006). Natlrlicherweise besitzt Ricin keines dbekannten
ER-Retentionssignale, die den klassischen retregrddansport tiber COPI-Vesikel zum ER
vermitteln (Cossort al, 1998; Sandvigt al, 2010b). Durch das Anfligen eines zusatzlichen
ER-Retentionssignals (KDEL) kann jedoch dherivo Toxizitdt von Ricin gesteigert werden
(Wales et al, 1992; Zhanet al, 1998). Andere A/B-Toxine wie z. B. dé&seudomonas
Exotoxin A oder das Cholera-Toxin hingegen verfigéber ein entsprechendes
ER-Retentionssignal, mit dessen Hilfe sie zum BERdportiert werden (Kreitman und Pastan,
1995; Majoulet al, 1998; Majoulet al, 1996). Interessanterweise behéalt auch das Cholera
Toxin nach Entfernung des natirlichen KDEL-Sigredfe toxische Wirkung, weshalb der
retrograde Toxintransport in das Zytosol auch @ernative Routen ablaufen kann (Lencer
et al, 1995). Auch im Falle von Ricin ist die katalytiec A-Kette in der Lage, ohne die
zellbindende B-Kette in das Zytosol von Saugerpeli gelangen. Dabei erfolgt die
Inhibierung der Proteinbiosynthese aber erst béiergn RTA-Dosen. Dieser Effekt kann
allerdings durch das Anfiigen eines KDEL-Retentimmsds verstarkt werden (Wales al,
1993; Weschet al, 1999).

Trotz intensiver Forschung konnte der Transportraedmus, der den Golgi-ER-Transport
von Ricin vermittelt, noch nicht identifiziert wesd. Eventuell bindet Ricin an andere
KDEL-tragende Proteine im Golgi und wird somit ogirad zum ER beférdertn vitro
konnte eine Interaktion zwischen Ricin und dem KEiEdgenden Chaperon Calretikulin
bereits beobachtet werden (Dagt al, 2001). Dennoch scheint dies nicht den
Haupttransportweg von Ricin darzustellen, da naattibierung des COPI-Transports keine
Veranderung der toxischen Wirkung zu erkennen @hef et al, 2003). Ein COPI-
unabhangiger Transport zum ER wurde zudem bei and&/B-Toxinen wie z. B. dem
Shiga-Toxin identifiziert und scheint auch im Rabin Ricin zuzutreffen (Giroet al, 1999).

In Ausnahmeféllen kann Ricin auch ohne die Beteiy des Golgi-Apparates direkt vom
Endosom zum ER transportiert werden, was jedochtrder nattrlichen Transportroute
entspricht (Llorentest al, 2003). Neueste Untersuchungen deuten darautlhss der Golgi-
ER-Transport durch ERGIC2 vermittelt wird. Moreaual (2011) konnten in einer Reihe

von Experimenten zeigen, dass ein Knockdown von EERGlas Uberleben der Zellen bei
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sehr hohen Ricin-Dosen sichert. Zusatzlich war eédk&umulation fluoreszenzmarkierter
Toxinmolekile im Golgi-Apparat zu beobachten, oliass die allgemeine Proteinsekretion
gestort war.

Auch bei diesem Transportschritt beeinflusst di@dZzusammensetzung der Membranen den
Transport von Ricin entscheidend. Die Inhibierurgy @ytosolischen Phospholipase A2
(PLA2), die die Hydrolyse von Glyzerophospholipidem Lysophospholipiden katalysiert,
fuhrt zu einer signifikanten Verringerung des Tdsansports vontrans zum cis-Golgi,
wodurch das Toxin vermutlich nicht mehr das ER iehen kann (Klokket al, 2011).
Obwohl noch viele Aspekte des retrograden Transpamklar sind, kann Ricin wohl tber
mehrere alternative Transportrouten aus dem Gapgiadat retrograd in das ER-Lumen
transportiert werden (Rapak al, 1997; Sandvigt al, 2004).

1.1.7.3 ER-Zytosol-Retrotranslokation

Um die Ribosomen im Zytosol zu erreichen, muss Tasin mit Hilfe einer der im ER
vorliegenden Transportmaschinerien durch die Membedrotransloziert werden. Bis zum
jetzigen Zeitpunkt konnte noch nicht zweifelsfregktfirt werden, welcher Kanal den
Toxinexport vermittelt. Die Beteiligung der sogentan TAP-Komplexe (,abundant peptide
transporter‘)kann jedoch ausgeschlossen werden, da in Zellerenddieser Komplex fehlt,
keine veranderte Sensitivitat gegentber Ricin zobbhehten ist (Roberts und Smith, 2004;
Smithet al, 2002). Die ER-Zytosol-Retrotranslokation von gem anderen A/B-Toxinen wie
z. B. demPseudomona&xotoxin A (Moreauet al, 2011), Cholera-Toxin (Schmitzt al,
2000) und K28-Toxin (Eisfeleet al, 2000) wird mit dem Sec61-Komplex in Verbindung
gebracht. Im Sauger besteht das Sec61-Transloloriaem trimeren Komplex, der aus den
Transmembranproteinen Seo61Sec6p und Sec6i aufgebaut ist (Gorlich und Rapoport,
1993; Hartmanret al, 1994). Im Allgemeinen ist der Komplex fur den lonpvon Proteinen
in das ER zustandig, spielt aber wahrscheinlicthaeioe Rolle beim Export fehlgefalteter
Proteine (R6misch, 1999). Auch im Fall von Ricimhkte eine direkte Interaktion von RTA
und Sec6d in vivo beobachtet werden (Wescke al, 1999). Interessanterweise zeigte der
SiRNA Knockdown einzelner Komponenten des Sec61eres jedoch keine sichtbaren
Auswirkungen auf den Ricin-Transport, weshalb unk&, ob und inwieweit der Sec61-
Komplex tatsachlich an der Retrotranslokation vamReteiligt ist (Moreatet al, 2011).

Die Vermutung, dass sich einige A/B-Toxine als geffidltetes ERAD-Substrat maskieren
und somit in das Zytosol dislozieren, scheint atichRicin zuzutreffen (Hazes und Read,
1997). Der als ,ER-assoziierte ProteindegradatigfRAD) bezeichnete Prozess dient
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normalerweise dazu, fehlgefaltete Proteine im ER¥n zu erkennen und in das Zytosol zu
exportieren (Tsaket al, 2002). Dort werden diese dann der Degradatiorthdulas 26S
Proteasom zugefuhrt (Hampton, 2002; Jarasichl, 2003). Einerseits interagiert RTA mit
EDEM-1, dessen Beteiligung am saugerspezifischenAERbereits beschrieben ist
(Slominska-Wojewodzkat al, 2006; Sokolowskat al, 2011). EDEM-1 ist dabei in der
Lage, fehlgefaltete Proteine zu erkennen und diask direktem Wege dem ERAD
zuzufuhren (Molinariet al, 2003). Des Weiteren sind CHO-Zellen, die einenegjschen
Defekt in der ER-assoziierten Degradation besitzesistent gegentber Ricin (Teter und
Holmes, 2002). AulRerdem konnten in der H&e cerevisiaeeine Reihe von Faktoren
identifiziert werden, die beim Transport von RTAwbzmutiertem RTA vom ER in das
Zytosol beteiligt sind. Nach Deletion wichtiger Befgener ERAD-Komponenten, wie z. B.
Hrd1lp, Derlp und Hrd3p, war sowohl ein Verlust deizitdt als auch ein verringerter
Toxinabbau durch das Proteasom zu verzeichneret(lal, 2011a). Parallel hierzu konnte
auch im Sauger die Beteiligung von Derlinl, De#linnd Derlin 3 gezeigt werden (Moreau
al., 2011). Zusatzlich sind auch UFD1L (Ufd1p) und NORE4 (Npl4p) in den Transport von
Ricin im Sauger involviert, was wiederum auf denAERPathway hindeutet. Es konnte
gezeigt werden, dass die beiden Proteine zusamnitgoOifiVCP (Cdc48p) einen Komplex
bilden, der mit Derlin 1 interagiert und an der IDkation von ERAD-Substraten aus dem ER
beteiligt ist (Odaet al, 2006). Interessanterweise ensteht dadurch eimbingeing zu
EDEM-1 und p97/VCP, da Derlin 2 und Derlin 3 miesien Proteinen assoziiert sind (Hoseki
et al, 2010; Odaet al, 2006). Auch das am ERAD beteiligte Protein, Selt in den
Transport von Ricin involviert (Hoseki al, 2010; Redmanet al, 2011).

Obwohl der genaue Mechanismus der Translokatior nmklar ist, ist dennoch bekannt,
dass die Disulfidbriicke zwischen RTA und RTB vor dgentlichen Retrotranslokation im
ER-Lumen durch die Proteindisulfid-lsomerase (PDQ8spalten wird, da RTA nur im
ungefalteten Zustand durch die Membran dislozidwem (Frigerioet al, 1998; Lordet al,
2003; Spooneet al, 2004). Zudem konnte gezeigt werden, dass sidesfrRTA in die
ER-Membran einlagern kann, wodurch maoglicherweisssdn Erkennung als fehlgefaltetes
ERAD-Substrat ausgeldst wird (Mayerhofet al, 2009). Nach dem Passieren der
ER-Membran kann sich RTA vermutlich aufgrund desngeen Lysingehalts der Ubiquitin-
vermittelten Degradation durch das 26S Proteasamiefyen. Die gesteigerte Toxizitat von
Ricin nach Inhibierung des Proteasoms sowie digivggrung der Toxizitat nach Einfihrung
zusatzlicher Lysinreste in RTA bestéatigen dieserd¥eht (Deek®t al, 2002; Weschet al,
1999). Im Zytosol wird RTA durch zytosolische Chapee wie z. B. Hsp70 erkannt, die
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dessen Ruickfaltung in den nativen Zustand begiersti@pooneret al, 2008). Ebenso
interagieren UFD1L, NPLOC4 und p97/VCP mit dem Gdrap Hsp70, wodurch sich der
Kreis, beginnend mit der Erkennung von RTA durchE8D1, schliel3t (Moreaet al, 2011).

Im gefalteten Zustand ist RTA vor dem proteolyteciAbbau geschitzt und hat ausreichend
Zeit, die Ribosomen zu inaktivieren, was letztectdlzum Zelltod fuhrt (Argengt al, 2000).
Eine schematische Ubersicht tber die Intoxifikatimmte von Ricin ist in Abbildung 4

dargestellt.
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Abbildung 4: Schematische Darstellung der Intoxifikationsroute von Ricin in S&ugerzellen
(verandert nach Hosekiet al, 2010; Johannes und Popoff, 2008pie in dargestellten Proteine
bzw. Komplexe sind in den Ricin-Transport involtjerohingegen dieot-markierten nicht beteiligt
sind. Das fir die Retrotranslokation verantwordichTranslokon ist noch unbekannt.
(PM = Plasmamembran; TGN = Trans-Golgi-Netzwerk; £ERndoplasmatisches  Retikulum;
ERAD = ER-assoziierte Proteindegradation). (Lizamamer: 2885350928727)
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1.2 S. cerevisiaals Modell fiir den Toxintransport

Aufgrund der kostenintensiven und begrenzten gecte#n Manipulierbarkeit von humanen
Zellen, werden in der Forschung zunehmend Modellnggnen eingesetzt, um verschiedene
Krankheiten, biologische Prozesse sowie die Wirkwegse von Toxinen auf molekularer
Ebene zu charakterisieren (Enggvist-Goldstein umdbd, 2003; Marsh und May, 2012;
Rabin und Hauser, 2003; Retal, 2010). Die Hefes. cerevisiastellt dabei einen wichtigen
Modellorganismus dar.Im Vergleich zu hoheren Eukaryoten sind vor allene d
kostenginstige Kultivierung sowie die einfache gische Manipulierbarkeit der Hefe von
Vorteil. Dadurch kdnnen Deletionen nicht-essergielind essentieller Gene durchgefihrt und
deren Auswirkungen im Anschluss analysiert werdotlistein, 1983). Aufgrund der starken
Homologien zwischen dem Hefegenom und dem héherearyoten kénnen die gewonnenen
Beobachtungen haufig auch auf hohere Organismenrégen werden (Botsteet al, 1997).
Der Modellorganismus$. cerevisiadat bereits zur Aufklarung wichtiger zellulareoPesse,
wie z.B. Zellzyklus und Endozytose, entscheidemibdtragen (Engqvist-Goldstein und
Drubin, 2003; Hartwell, 1974). AulRerdem sind Hefeelte zur Untersuchung von
neurodegenerativen Krankheiten wie Alzheimer undkiRgon gut geeignet (Cainet al,
2007; Zabrocket al, 2008).

Auch zur Analyse des Transports von Ricin wird amfizielles Testsystem is. cerevisiae
eingesetzt, um die ER-Zytosol-Retrotranslokation RY A detailliert analysieren zu kénnen
(Li et al, 2011a; Simpsoret al, 1999). Dabei wird RTA mit Hilfe eines N-terminale
ER-Importsignals in das ER-Lumen dirigiert, wodureine in vivo Toxizitdt in Hefen
hervorgerufen wird. Unter diesen Bedingungen wiiidARnicht sekretiert, sondern durch den
hefeeigenen ERAD-Pathway erkannt und vermutlichr itlzes Sec61p-Translokon aus dem
ER in das Zytosol disloziert (let al, 2011a; Lordet al, 2005; Simpsomt al, 1999). Durch
den geringen Lysin-Gehalt entzieht sich RTA dertgmsomalen Degradation und kann die
sensitiven Ribosomen inhibieren (Bradley al, 1987; Deekset al, 2002). Da das
Sec6lp-Translokon sowie der ERAD-Pathway dem vamg&aellen funktionell homolog
sind, stellt die Hefe ein vielversprechendes a#ttves Testsystem dar. Allerdings ist die
Analyse des retrograden Toxintransports von derosmalen Kompartimenten Uber das
TGN bis zum ER derzeit in Hefen nicht mdglich, da dur Bindung von RTB bendtigten
galaktosehaltigen Oberflachenstrukturen bei Heédteh. Deshalb zeigt die externe Zugabe
von Ricin bzw. RTA auch keinen Einfluss auf die Idiéhlitat von Hefen (Becker und
Schmitt, 2011; Lorcet al, 1994). Um die bestehenden Limitierungen zu bigssit ist die

Entwicklung innovativer Testsysteme zur Untersuchdes retrograden Transports von Ricin
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bzw. RTA in Hefen von grofiem Interesse. Die dalssvannenen Beobachtungen kénnten

aufgrund der homologen Transportmechanismen auSdeger Ubertragen werden.

1.3 Retrograder Transport in eukaryotischen Zellen

Das sekretorische System eukaryotischer Zellen ebkestaus einer Vielzahl von
membranumschlossenen Kompartimenten, zu denen Hasldét Golgi-Apparat sowie die
Plasmamembran gehoéren (Bonifacino und Glick, 20D#ses Kompartimentsystem steht in
enger Verbindung mit dem sogenannten endosomatasdynalen System, das wiederum aus
mehreren membranumschlossenen Kompartimenten, wi& #zlen frihen und spaten
Endosomen, Lysosomen sowie Lysosom-&hnlichen Oligangz. B. Melanosomen),
zusammengesetzt ist (Bonifacino und Rojas, 200®)erhalb der Kompartimente findet ein
stetiger vorwartsgerichteter, anterograder Trarisgiatt. Dieser umfasst neben dem Transport
von Lipiden vor allem den Transport von neu syns@tten Proteinen, die fur die Sekretion
in den extrazellularen Raum sowie den Verbleib ersehiedenen Kompartimenten des
sekretorischen bzw. endosomal-lysosomalen Systeassinimt sind. Beginnend im ER
werden die neusynthetisierten Proteine in COPIlIRé&serpackt und anterograd zum Golgi-
Apparat transportiert (Duden, 2003; Zanettial, 2011). Dort werden die Proteine sortiert
und modifiziert, bevor sie in ihre Zielkompartimentveitertransportiert oder sekretiert
werden (Griffiths und Simons, 1986; Halban und trgar, 1994).

Neben dem anterograden Transport findet in eukaclgn Zellen auch ein
rackwartsgerichteter, retrograder Transport vortdnen statt (Johannes und Popoff, 2008).
Unter diesem Begriff werden alle Transportmecharismusammengefasst, die am Transport
von den verschiedenen endosomalen Kompartimentem tzans-Golgi-Netzwerk (TGN)
bzw. vom cis-Golgi zum ER beteiligt sind (Bonifacino und Rojd)06; Johannes und
Popoff, 2008). Dabei werden zumeist Proteine ahehalipide von den endosomalen
Kompartimenten Uber eine Reihe unterschiedlicher an3portwege zu den
Zielkompartimenten transportiert. Im Gegensatz zanterograden Transport erfolgt der
retrograde Transport vom Golgi zum ER in COPI-VekikDuden, 2003). Interessanterweise
nutzen auch viele bakterielle und pflanzliche Teximie z. B. Shiga-Toxin, Cholera-Toxin
und Ricin die retrograden Transportwege aus, um dée Golgi-Apparat und das ER in das
Zytosol der Zielzelle zu gelangen (Sandveg al, 2004). Durch Untersuchung des
intrazellularen Transports verschiedener Toxine nkem zellulare Faktoren sowie erste

Modelle flr den retrograden Transport identifiziartd beschrieben werden (Lencer, 2004;
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Lenceret al, 1995; Sandviget al, 1992). Eine Ubersicht der wichtigsten, retrograded

anterograden Transportwege eukaryotischer Zelteén &bbildung 5 dargestellt.
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Abbildung 5: Schematische Ubersicht (iber die intragllularen Transportwege eukaryotischer
Zellen (Bonifacino und Glick, 2004).Die einzelnen Transportwege und deren Richtungefagtad
bzw. retrograd) sind mit Pfeilen gekennzeichneé Barben stellen die bekannte und wahrscheinliche
Lokalisation von COP-Il (blau), COP-lI (rot) und @ian (gelb) dar. (Lizenznummer:
2885350404637)

Sowohl der anterograde als auch der retrogradespoansind streng reguliert und verlaufen
sehr selektiv, wodurch die Zusammensetzung undrdigtion der einzelnen Zellorganellen
aufrechterhalten wird (Bonifacino und Rojas, 200B6yundsatzlich unterscheidet sich der
retrograde  Transport  nicht  von anderen, bekannten esikél-involvierten
Transportmechanismen. Es kommt ebenfalls zur Bddurund Abschnirung
membranumschlossener Vesikel, die anschlieRenddent Zielkompartiment fusionieren
(Bonifacino und Glick, 2004; Johannes und Popdd0&). Lediglich die fir diese Prozesse
(Rekrutierung, Abschnirung, Andockung und Fusior@ramtwortlichen Komponenten
unterscheiden sich bei den einzelnen parallel &xaen Transportwegen (Abbildung 6). Der
retrograde Transport vom Endosom zum TGN startetergdl in sogenannten ,coated
endosomes", die eine Zwischenstufe zwischen frilnedh spaten Endosomen darstellen
(Raposoet al, 2001). Dabei steht das ,coated endosome" in Yidthig mit dem tubularen
endosomalen Netzwerk (TEN). Die Frachtproteine kinaentweder direkt vom TEN in das
TGN befordert werden (z.B.: VpslOp und Mannosdibgphat-Rezeptor) oder sie
verbleiben im ,coated endosome", bis dessen Reifumg spaten Endosom abgeschlossen ist
(Arighi et al, 2004; Lewiset al, 2000; Seaman, 2005; Voos und Stevens, 1998).duge3
konnen die Proteine von dort durch den Rab9-veeitett Vesikeltransport zum TGN

transportiert werden, wobei in Hefen kein homololyerchanismus beschrieben ist und der
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retrograde Transport zum TGN nur aus frihen Endesosrfolgen kann (Barberet al,
2002).

Eine entscheidende Komponente des retrograden BmdG®Igi-Transports stellt das
Retromer dar. Ir5. cerevisiaast der Retromer-Komplex aus funf Untereinheiteigabaut
(Vps5p, Vpsl7p, Vps26p, Vps29p und Vps35p), deraddwdie korrekte Selektion als auch
die Abschnirung der Transportvesikel vom frihendsoth zum TGN reguliert (Seaman
al., 1998). Mit Ausnahme des hefespezifischen Vpsiiig die anderen Komponenten in
Eukaryoten hoch konserviert (Bonifacino und Roj26€06). Des Weiteren existieren
unterschiedliche Sorting-Nexine wie Snx4p, Snx4thgd 8nx42p, die auch an der Sortierung
von Proteinen (z. B. Snclp) zwischen Endosom undN Tégteiligt sind (Hettemaet al.,
2003). Auch das Shiga-Toxin nutzt den Retromer-Kiemjpum in den Golgi zu gelangen,
wahrend Ricin vermutlich Retromer-unabhangig zumNTi@nsportiert wird (Johannes und
Romer, 2010; Moreaaet al, 2011).
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Abbildung 6: Ubersicht tiber die am retrograden Transport vom Endosom zum TGN beteiligten
Komponenten (verandert nach Bonifacino und Rojas, @06). Es sind sowohl hefe- als auch
saugerspezifische Transportkomponenten dargestdlt. Komponenten sind farblich nach ihren
Funktionen in Membranrekrutierung (blau), Abschmigywnd Sortierung (gelb) sowie Andockung
(lila) und Fusion (grun) unterteilt (Lizenznummgg85350789322).

Nach der Abschnirung wandern die Vesikel zum TGN docken an die Membran an.
Dieser Prozess wird als ,tethering" bezeichnet umid durch ,tethering"-Faktoren
vermittelt. Die verschiedenen Faktoren werden dudiPasen der Rab- bzw. Arl- (,ADP-
ribosylation factor like") Familie aus dem Zytosekrutiert (Sztul und Lupashin, 2006). Als

wichtige ,tethering"-Komplexe sind vor allem der GR/VFT-Komplex (,Golgi-associated
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retrograde transport/Vps fifty three") und COG-Kdexp(,conserved oligomeric Golgi") zu
erwahnen, die die spezifische Interaktion der asikit den entsprechenden Zielmembranen
unterstutzen. Zusatzlich sind auch noch weitereedire Proteine und Homodimere wie z. B.
Imhlp, golgin-245 oder golgin-97 beschrieben, derdalls den komplexen Andockschritt
ermdoglichen. Am Beispiel des i. cerevisiaeam besten charakterisierten GARP/VFT-
Komplex konnen die komplexen Prozesse verdeutliehden. Der Komplex setzt sich aus
den vier Untereinheiten Vps51p, Vps52p, Vps53p Mpd54p zusammen (Conibear und
Stevens, 2000). Dieser interagiert sowohl mit deb&&TPase Ypt6p, die das Homolog zum
saugerspezifischen Rab6 darstellt, als auch mit @#8MARE Tlglp (Fridmann-Sirkist al,
2006; Siniossoglou und Pelham, 2001). Ypt6p stederth die GTP-Hydrolyse neben der
Rekrutierung des GARP-Komplexes auch die Vesikafusind wird wiederum durch die
Nukleotidaustauschfaktoren Riclp und Rgplp regu{iginiossoglowet al, 2000). Durch die
Anlagerung der ,tethering"-Faktoren wird die Zusaemtagerung der SNARE-Komplexe
erleichtert. Dabei kommt es zur Interaktion zwischien v-SNAREs des Transportvesikels
und den t-SNAREs auf der Membran des TGN, wasdetitich zur Fusion und Abgabe des
Frachtproteins fuhrt (Bonifacino und Rojas, 200Bje Vielzahl verschiedener SNARE-
Proteine (mehr als 20 b8i cerevisiaeind 30 beim Menschen) sowie deren Kombination mit
unterschiedlichen Andockfaktoren ergibt eine Firlde Kombinationsmoglichkeiten, die zur
Spezifitat der Transportprozesse beitragen undemiglderen Untersuchung erschweren
(Hong, 2005). Prinzipiell laufen die Prozesse b&@G-Komplex ahnlich ab, wobei die
GTPase Yptlp sowie das t-SNARE Sed5p dort die kamdm von Ypt6p und Tiglp
ubernehmen (Ungaat al, 2006).

Die Transportmaschinerie vom Endosom zum TGN stetlimit ein hoch komplexes
Netzwerk aus einer Vielzahl verschiedener Komparenind Transportwege dar. Diese sind
neben der Bildung von Vesikeln auch fur die Relemutng spezifischer Andockfaktoren
sowie fur die Regulation der Verschmelzung der kagsimit dem Zielkompartiment
zustandig. Mittlerweile deuten die Untersuchungearadf hin, dass ein dynamisches
Netzwerk (TEN) vorhanden ist, welches die retrogradProzesse steuert und koordiniert
(Bonifacino und Rojas, 2006). Auch viele Toxine,rudder Ricin, machen sich die
zelleigenen, retrograden Transportmechanismen zaeNum das Zytosol der Zielzelle zu
erreichen.

Neben dem retrograden Endosom-Golgi-Transport zssiBauger- und Hefezellen auch die
Moglichkeit, ER-residente Proteine wie etwa dasp@nan BiP (Kar2p) nach Modifikation in
Golgi und ER sowie die fur die Vesikelfusion begten Proteine, wie z. B. SNARES, vom
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Golgi zurtick in das ER zu transportieren (Beh umddr 1995; Johannes und Rémer, 2010;
Raykhelet al, 2007; Townsleyet al, 1993). Dieser Riuckhaltemechanismus dient dazu, di
korrekte Lokalisation der Proteine zu gewahrleistdn Saugern sind bislang drei
unterschiedliche KDEL-Rezeptoren beschrieben, wgggen in Hefen nur der
HDEL-Rezeptor Erd2p bekannt ist. Erd2p bindet ulbegend an HDEL- bzw. DDEL-
tragende Proteine, wobei die saugerspezifischeref®ezn unterschiedliche Spezifitaten
besitzen und in der Lage sind, eine Vielzahl veestgner Motive, darunter KDEL, HDEL
oder REDL zu erkennen (Eisfekt al, 2000; Raykhekt al, 2007; Semenzat al, 1990).
Auch einige Toxine wie z.B. Cholera-Toxin (KDEL)ndi PseudomonasExotoxin A
(REDLK) besitzen derartige Retentionsmotive, digederetrograden Transport zum ER
vermitteln (Jacksomet al, 1999; Majoulet al, 1998). Prinzipiell beruht der Mechanismus der
ER-Retention auf einem pH-Gradienten zwischen deatralen ER und dem sauren Milieu
des Golgi-Apparates. Bei saurem pH findet die Bnglawischen Rezeptor und Liganden
statt. Nach der Bindung wird der Rezeptor-Ligand@mplex in COPI-Vesikel verpackt und
zurick zum ER befordert, wobei der Ligand aufgraied neutralen Milieus im ER-Lumen
freigesetzt wird (Wilsoret al, 1993).

Die COPI-Vesikel bestehen aus sieben Untereinhdiienp-, p’-, y-, 6-, &-, (-COP), die
sowohl im S&auger als auch in Hefen hoch konserngmd (Duden, 2003; Gaynaat al,
1998). Diea, B- und e-Untereinheit sind dabei in der Lage, an KKXX-Maizu binden
(Letourneuret al, 1994). Diese Motive sind in Typl-Transmembrangran zu finden und
vermitteln deren Rucktransport in das ER (Vincenal, 1998). Wie schon beim Transport
vom Endosom zum Golgi spielt eine GTPase (ArflHefen) bei der Rekrutierung und
Bildung der COPI-Vesikel eine Rolle (Beek al, 2009). In Hefe kann die GTPase erst nach
dem Austausch von GDP zu GTP durch Gealp und Gaade Golgi-Membran binden und
die Vesikelbildung initiileren. Zusatzlich steueri Rase-aktivierende Proteine, Glo3p und
Gceslp, die Hydrolyse von GTP zu GDP bei Arflp. Dabuwird die Einlagerung von
Frachtproteinen und v-SNARESs in die Vesikel soweeeth Abschniirung gefordert (Duden,
2003). Obwohl der Hauptteil des retrograden Trarispa Eukaryoten durch COPI-Vesikel
vermittelt wird, missen weitere COPI-unabhangigean§portrouten existieren, deren
Mechanismen jedoch weitestgehend unbekannt sindn(€hal, 2002; Storrieet al, 2000).
So wird das Shiga-Toxin nach Blockierung der COREiKel noch effizient zum ER
transportiert (Girodet al, 1999). Auch Ricin scheint COPI-unabhangige Wegenatzen,
weshalb deren Aufklarung das Ziel zuklnftiger Stadsein sollte, um effektivere Inhibitoren
und Behandlungsstrategien entwickeln zu konnenr{@hal, 2003).
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1.4  Ziele und Fragestellung der vorliegenden Arbeit

Das Pflanzentoxin Ricin wird nach der Internalisieg retrograd von den frihen Endosomen
Uber den Golgi-Apparat bis zum ER transportiert, b&io die zugrunde liegenden
Mechanismen nur teilweise verstanden sind. AuchAbwesenheit von RTB fuhrt die
Behandlung mit RTA zur Inhibierung der Proteinbiahese in Sdugerzellen. Zudem kann
die in vivo Toxizitat durch ein zusatzliches KDEL-Retentiogssil stark gesteigert werden.
Die daflr verantwortlichen Intoxifikationsroutenndi ebenfalls weitestgehend unbekannt.
Angesichts der nach wie vor vorhandenen Wissensticiber den intrazellularen Transport
medizinisch relevanter A/B-Toxine bestand das 4let vorliegenden Arbeit darin, die
Endozytose und den intrazellularen Transport vonldtypischen und mutierten
RTA-Varianten in Sauger- und Hefezellen zu anatgsie

Dazu sollten zunachst unterschiedlich modifiziantel biologisch aktive RTA-Varianten in
E. colirekombinant exprimiert werden. Nach Reinigungtealeren Endozytose und toxische
Wirkung in HeLa- und HEK293T-Zellen untersucht wemd

Ein weiterer Schwerpunkt lag in der Visualisierurter Internalisierung und des
intrazellularen Transports von RTA in Echtzeit durden Einsatz fluoreszenzmarkierter
Toxinfusionen. Dazu sollten biologisch aktive flaszenzmarkierte RTA-Fusionen i coli
exprimiert werden, die ein live cell imaging" eulden. Parallel sollte eine mdgliche
Kolokalisation der fluoreszenzmarkierten Toxinvaten mit dem saugerspezifischen HDEL-
Rezeptor Erd23 nachgewiesen werden.

Des Weiteren sollte die intrazellulare Expressioersehiedener RTA-Varianten in
Saugerzellen analysiert werden, um ein Testsystam Untersuchung der ER-Zytosol-
Retrotranslokation zu etablieren. Ein Knockdown &et6h mittels RNA-Interferenz sollte
Aufschluss Uber eine mogliche Beteiligung des SélaGihslokons an der Retrotranslokation
der rekombinanten RTA-Varianten in Saugerzelleregeb

Neben den séugerspezifischen Untersuchungen lagvaierer Fokus auf der Etablierung
hefebasierter =~ Testsysteme. Dadurch  sollten  die tlamangen bisheriger
RTA-Untersuchungen im Modellorganism& cerevisiaebeseitigen werden, wodurch ein
.Screening” von Hefe-Deletionsmutanten mit Defekten der Endozytose und dem
retrograden Transport moglich sein sollte.

Aufbauend auf den Untersuchungen von Schndder j2)Be abschlieRend geklart werden,
ob die Pra-Pro-Signalsequenz des viralen A/B-ToKiB8 einen effizienteren ER-Import von

RTA als die Pra-Signalsequenz nach intrazellulBsgaression in Hefen vermittelt.

30



Material & Methoden

2. Material und Methoden

2.1 Organismen

2.1.1 Bakterien

In Tabelle 1 sind die verwendet&scherichia coliStamme aufgefuhrt. Diese wurden aus der

Stammsammlung des Institutes fir Molekular- undid@bgie entnommen. Fiur Standard-

Klonierungsarbeiten wurden die Stamme @Hzw. TOP10 verwendet. Die Expression von

rekombinanten Proteinen . coli erfolgte in BL21 (DE3). Nova Blue Singles wurdeai b
der AccepTol-Klonierung und TOP10F’ bei der pYES2.1 TOPO-Klonigg eingesetzt.

Tabelle 1: Ubersicht Uber die verwendeten Bakteriestamme sowie deren Herkunft und

Genotyp
Stamm Herkunft/Referenz Genotyp
Pharmacia F',L , recAl, endAl, gyrA96, thi-1, hsdR]
DH5a (Grantet al, 1990) SupE44, relAl, deoRA (argF-lacZYA9,
’ U196,980 lacZAM15)
F mcrA A(mrr-hscRMS-mcrBC)
el Invitroger?® ®80lacZAM
(Durfeeet al, 2008) 15 AlacX74 recAl dedR araD139 A(ara-
leu)7697galU galK rpsL (StY) endAl nupG
Nova endAl hsdR7 (rki2 Mki2') SUpE44 thi-1
Blue Novagen recAl gyrA96 relAl lac F’[proA+B+
Singles laclqZAM15::Tn10](Tef)
BL21 Biomol F* ompr gal dcmlon hsdSB(rs'mg’) A(DE3
(DE3) | (Studier und Moffatt, 1986)| [lacl lacUV5-T7 gene lndl san¥ nin5])

7,
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2.1.2 Hefen

Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Hefesté@am(Tabelle 2) wurden, sofern nicht
anders vermerkt, der Stammsammlung des Instituies Molekular- und Zellbiologie
entnommen. In Tabelle 3 sind die Deletionsmutanté®,von Open Biosystem (Huntsville,

USA) bezogen wurden, aufgelistet.

Tabelle 2: Ubersicht tiber die verwendeten Hefestame) deren Herkunft und Genotyp

Stamm Herkunft/Referenz Genotyp
S. cerevisiae
BY4742 (Winzeleret al, 1999) | MAT a his3A1 leu2A0 lys2A0 ura3A0

Tabelle 3: Ubersicht tiber die verwendeten Hefe-Deliensmutanten (Wildtyp der verwendeten
Stamme: BY4742)

ORF Deletiertes Gen ORF Deletiertes Gen
YNLO84C END3 YORO069W VPS5
YDR418W RPL12B YOR132W VPS17
YBR201W DER1 YHRO12W VPS29
YOLO013C HRD1 YJL154C VPS35
YDRO57W YOS9 YKRO20W VPS51
YMLO08C ERG6/ISE1 YDR484W VPS52
YBL102W STF2 YDRO027C VPS54
YDR137W RGP1 YER122C GLO3
YMLO67C ERV41 YCLOO1W RER1
YLR268W SEC22 YDR425W SNX41
YILO76W SEC28 YALO30W SNC1
YJLO36W SNX4 YLR262C YPT6
YKLO57C NUP120 YDL226C GCsS1
YALO14C SYNS8 YOL018C TLG2
YJLO53W PEPS8 YPL232W SSO1
YJRO31C GEAl
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2.1.3 Saugerzelllinien

In Tabelle 4 sind die verwendeten Zelllinien aufdet, die der Stammsammlung des

Institutes fur Molekular- und Zellbiologie entnommeurden.

Tabelle 4: Ubersicht tiber die verwendeten Zelllinie sowie deren Herkunft und Merkmale

Zelllinie Herkunft/Referenz Beschreibung/Merkmale

Hela-S3 ATCC (CCL-Z.Q") humane _ Cerv!x-K_ar2|nomzellllnle, Virus-
transformiert, epitheliale Zellen, Monolayer
humane embryonale Nierenzelllinie,

RSN DI (EE Ees) Fibroblasten-Zellen, Monolayer

2.2 Plasmide

Im Nachfolgenden sind die fir die ZwischenkloniggunSequenzierung und DNA-
Amplifikation  verwendeten Plasmide aufgelistet (& 5). Die erstellten
Expressionsplasmide und deren dazugehdrige Grutmheek sind separat in Punkt 2.2.2
aufgefuhrt. Im Punkt 2.2.3 sind die entsprechendelasmidkarten der einzelnen

Grundvektoren schematisch dargestellt.
2.2.1  Zwischenklonierung, Sequenzierung und PCR-Template

In Tabelle 5 sind die eingesetzten Plasmide flurZhweschenklonierung, Amplifikation und
Sequenzierung und deren Herkunft und Eigenschdtegestellt.

Tabelle 5: Ubersicht Uber die verwendeten Plasmide zur DNA-Amplifikation,
Zwischenklonierung und Sequenzierung

Bezeichnung B Eigenschaften/Verwendung
Referenz
PCR-Templates
pRS316-Karg-RTA (A"ggoe;)a" Template fiir RTA
J. C. Cook,

F;‘;Céflri:g%eern; University of | Template fir RTAY"P

pre_ - Warwick, UK

pCMV-eGFP (Walch, 2009) | Template fiir eGFP

pCA38-PPL R. Z|mUrr&e;rmann, Template fur Signalsequenz von Praprolactin

pPGK-M28-I (Schmitt, 1995) | Template fur K28pp-Signalsequenz
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Herkunft/

Bezeichnung Referenz

Eigenschaften/Verwendung

Zwischenklonierung

centromerer Expressionsvektor raitd2.93 undvs-

PRS316Ran (GieBelmann, | SUQA-HIS3 ReportersystemXhad/BanHl) unter
Erd2.93-V5-Suc2A-
. 2007) Kontrolle von GALl-Promotor und CYCZ
His3CYCI1TT .
Terminator
pSTBlue-RTA diese Arbeit pSTBlue mit Volllangen-RTA

pSTBlue-RTA"P diese Arbeit | pSTBlue mit Volllangen-RTA"®
0STBIue-KozakPlks diese Arbeit pSTBlue mit Praprolactgaund vorgeschalteter
Kozak-Sequenz
pSTBlue mit Volllangen-RTA und C-terminalem
His-Tag
pSTBlue mit Volllangen-RTA und C-terminalem
ER-Retentionssignal HDEL und His-Tag
pSTBlue mit Volllangen-RTA und C-terminalem
ER-Retentionssignal KDEL und His-Tag
pSTBIlue mit Volllangen-RTA® und C-
terminalem His-Tag

pSTBIlue-RTAy;s diese Arbeit

pSTBIlue-RTA;s P& diese Arbeit

pSTBlue-RT A - diese Arbeit

pSTBlue-RTAY "By diese Arbeit

pSTBlue- diese Arbeit | PSTBIue mit Volllangen-RTA""® und C-

RTAR B erpeL 1ese AreIL | terminalem ER-Retentionssignal HDEL und His-Tjag
pSTBlue- diese Arbeit | PSTBIue mit Volllangen-RTA""Pund C-

RTAEL77D KDEL terminalem ER-Retentionssignal KDEL und His-Tiag

pSTBIlue mit Volllangen-RTA®und C-

180H : g
pSTBlue-RTA M diese Arbeit SiiEl e

pSTBIlue- diese Arbeit | PSTBIue mit Volllangen-RTA®* und C-
RTARLBOH  HDEL terminalem ER-Retentionssignal HDEL und His-Tlag
pSTBlue- diese Arbeit | PSTBIue mit Volllangen-RTA® und C-

RTAREH, KDEL terminalem ER-Retentionssignal KDEL und His-Tlag
pSTBIlIf.IZQZSpBS diese Arbeit pSTBlue mit K28prepyound Volllangen-RTA
pSTBRI$2-E|§727§pBS diese Arbeit | pSTBlue mit K28preprg und Vollldngen-RTA P

pSTBlue-eGFP diese Arbeit pSTBlue mit VolllAngemamced GFP

Sequenzierung
pSTBlue-1 Novagen Amp', IRES', T7-, SP6-Promotor, LaeZReporter-

Gen

2.2.2 Expressions- und Kontrollplasmide

In Tabelle 6 sind die im Rahmen der vorliegendebelir verwendeten Expressions- und

Kontrollplasmide und deren Grundvektoren dargdstell
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Tabelle 6: Ubersicht uber die verwendeten Expressis- und Kontrollplasmide und deren

Grundvektoren

Bezeichnung

Herkunft/
Referenz

Eigenschaften/Verwendung

E. coli

pET244"

Novagen

Expressionsvektor,KanR, T7-Tag-Sequenz, His
Tag, IPTG- induzierbarer T7-Promotor

PET-RTAyis

diese Arbeit

pET244” mit Volllangen-RTA BanHI/Sal) zur

PET-RT Ay P

diese Arbeit

pET244” mit Volllangen-RTA BanHI/Sal) zur
heterologen Expression mit C-terminalem E
Retentionssignal HDEL und His-Tag

PET-RTA;<PE

diese Arbeit

pET244” mit Volllangen-RTA BanHI/Sal) zur
heterologen Expression mit C-terminalem E
Retentionssignal KDEL und His-Tag

PET-RT AELTTD

diese Arbeit

pET244” mit Volllangen-RTA™"® (BanHI/Sal)
zur heterologen Expression mit C-terminalem H
Tag

pET'RTAEl77DHiSHDEL

diese Arbeit

pET244” mit Volllangen-RTAY® (BanHI/Sal)
zur heterologen Expression mit C-terminalem E
Retentionssignal HDEL und His-Tag

pET'RTAEl77DHi5KDEL

diese Arbeit

pET244” mit Volllangen-RTA™® (BanHI/Sal)
zur heterologen Expression mit C-terminalem E
Retentionssignal KDEL und His-Tag

PET-RTAREH

diese Arbeit

pET244” mit Volllangen-RTA™" (BanHI/Sal)
zur heterologen Expression mit C-terminalem H
Tag

pET_RTAR18OHHiSHDEL

diese Arbeit

pET244” mit Volllangen-RTA™ (BanHI/Sal)
zur heterologen Expression mit C-terminalem H
Retentionssignal HDEL und His-Tag

heterologen Expression mit C-terminalem His-Tag

R-

R-

lis-

FR-

FR-

lis-

FR-

pET_RTARlBOHHiSKDEL

diese Arbeit

pET244"7 mit Volllangen-RTA™ (BanHI/Sal)
zur heterologen Expression mit C-terminalem E
Retentionssignal HDEL und His-Tag

FR-

PET-eGFP-RTA

diese Arbeit

pET244” mit Volllingen-eGFP und RTA
(Nhd/Sal) zur heterologen Expression mit
terminalem His-Tag

P

PET-eGFP-RTAs °F"

diese Arbeit

pET244” mit Volllangen-eGFP  und RTA

\

I~
-

(Nhd/Sal) zur heterologen Expression mit
terminalem ER-Retentionssignal HDEL und H
Tag

is-

PET-eGFP-RTA

diese Arbeit

pET244” mit Volllangen-eGFP und RT/
(Nhd/Sal) zur heterologen Expression mit

Tag

\

I~
-

terminalem ER-Retentionssignal KDEL und Hjs-

S. cerevisiae

PRS316

(Sikorski und
Hieter, 1989)

(CEN), ,autonomously replicating sequend

~shuttle“-Vektor mit ,yeast centromere sequenc¢

eu

(ARS), URA3- undAmp*-Gen
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Bezeichnung ALY Eigenschaften/Verwendung
Referenz
S. cerevisiae
pRS316-Kargs (Schnéder, | pRS316 mit Kargs und Volllangen-RTAY P
RTAFP 2009) (EcaRl/Sal) zur intrazellldren Expression
. .| pPRS316 mit K28pg und VolllAngen-RTA
PRS316-K28ppsRTA | diese Arbeit (EcaoRlI/Sal) zur intrazellaren Expression
pRS316-K28pps diese Arbeit | PRS316 mit K28pgs und Volllangen-RTA"P
RTAEYP (EcaRl/Sal) zur intrazellaren Expression
pRS315 f_isi;ktzrr‘?l;gusngo)l identisch zu pRS316,EU2-Gen anstelle vobRA3
(Schnoder, | pPRS315 mit K28 und Volllangen-GFH
PRS315-K28sGFP 2009) (EcaRl/Sal) zur intrazellularen Expression
Saugerzellen
pmCherry-N1-Erd2.3-| (GieRBelmann, pmCherry mit Volllangen-Erd2.3 und C-terminalem
mCherry 2007) Volllangen-mCherry zur intrazellulédren Expressign
V. Flockerzi,
PACGGSM2-IRES- Universitat | pAcGGsM2 mit  IRES-GFP  Sequenz  Zur
GFP des Uberprufung der Transfektioneffizienz (FACS)
Saarlandes
Expressionsvektoian”, enthalt mCherry-Sequeny,
B Clenielr konstitutiverCMV-Promotor undsV40Terminator
pmCherry mit Volllangen-RTA und vorgeschalteter
pmCherry-RTA diese Arbeit| Kozak-Sequenz HcoRI/Notl) zur intrazellulérery
Expression
pmCherry  mit  Volllangen-RTA”  und
pmCherry-RTAY® | diese Arbeit | vorgeschalteter Kozak-SequenEc(RI/Not) zur
intrazellularen Expression
pmCherry mit Pks und Volllangen-RTA ung
pmCherry-PlssRTA diese Arbeit | vorgeschalteter Kozak-SequenZNh@/Notl) zur
intrazellularen Expression
pmCherry mit Pks und Volllangen-RTAY"® und
pm%w_eArE%-?F;Igs— diese Arbeit | vorgeschalteter Kozak-SequenANh@/Notl) zur
intrazellularen Expression
in vitro Translation
J.C. Cook . e ,

. -’ | Klonierungsvektor fiin vitro Synthese; enthalt pre-
pJC2433gem- | University of | pra ™ (EccRliXhal); Amp-Gen; T7- und SP@-
pre_RTA delta Warwick,

UK Promotor
E177D (Schnéder, | pGEM mit Volllangen-RTA™"® (EcaRI/Xhd) zur
PGEM-RTA 2009) in vitro Synthese
pGEM mit K28pps und Volllangen-RTA™"
pPGEM-K28pps diese Arbeit (EcRI/Sal) zur invitro Synthese, Xhd-
RTARP Restriktionsschnittstelle im Vektor zerstért duich
Sal-Klonierung
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2.2.3 Plasmidkarten

Im nachfolgenden sind die in der vorliegenden Arbeirwendeten Grundplasmide fur die

Zwischenklonierung (Punkt 2.2.3.1) und ExpressioRunkt 2.2.3.2) sowie deren

Eigenschaften graphisch dargestellt.

2.2.3.1 Zwischenklonierung

CEN6_ARS4 other URA3 prom

\.-"I'1"",.,
e 4800bp . ‘e

< 4600bp ke fo,
N 400bp ¢
. 4400bp

amp prom

/.,
600bp -

-~
800bp *

1000bp™",

pRS316
4488bp

1200bp =

1400bp "

1600bp +4
~,
. 32 - .
- .
i 1800bp
L, 3000bp N . \
’ 2000bp -+ g . 11 origin
" 2, 2800bp . A 3
Y 260060 a00bp 0P Lo .
s, . ..
L\

N

., o \\1acz,areponer

L R y ) \ i

T7 prom

pPBR322 origin \ T3 prom

lac prom

\
amp prom \ -
A /
.
-

-
1000bp

S| /
’ L d
s I
/ I
lac prom / /
T3 prom / {1 oxigin
T7 prom lacZ_a reporter

Abbildung 7: Ubersicht (iber die verwendeten Zwischenklonierungvektoren (orange = Marker-
sequenzen, schwarz = Replikationsurspringe, vieleReportergene, grin = Promotoren, pink =

autonom replizierende Sequenzen).
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2.2.3.2 Expressionsplasmide

T7 term T7_genelO_leader other

f1 origin \\
_—lacO reg
| B \ il
——T7 prom

——lacl reg

ROP other

PBR322 origin
e,y
o, CMV prom

TK_PAter
PAterm____ .

pmCherry-N1 .
4722 bp s

3400bp
1400bp _*

1600bp .~
~

. 3200bp
-~

“  3000bp
1800bp +

‘v
#, 2800bp 200065 \\
4 26001 - D
, P
., 2a00bp 2200BP
il ) poot

. — s '
e N
Ih.' R T ' \1-1
. , origin
SV40 prom / \\ %p prom

i
SV40ER reg

SV40 prom

/

SV40 origin

Abbildung 8: Ubersicht (iber die verwendeten Expressionsvektore (griin = Promotoren, orange
Markersequenzen, schwarz = Replikationsursprinigéetty = Reportergene, grau = TAG-Sequenzen, duokel

Terminatorsequenzen, oliv = RegulatorsequenzeR,pandere Gene).
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2.3 Materialien

In den nachfolgenden Tabellen sind die wichtigstenverwendeten Arbeitsmaterialien, wie
Antikorper (Tabelle7), RNA-Oligonukleotide (Tabelle8), Chemikalien, Enzyme, Kits

(Tabelle 9) und Restriktionsendonukleasen aufgéfuhr

2.3.1 Antikérper

Die im Rahmen der Arbeit verwendeten Antikorper igoderen Herkunft sind in Tabelle

aufgelistet.

Tabelle 7: Ubersicht tiber die in der vorliegenden #eit verwendeten primaren und sekundaren
Antikérper

Antikorper Beschreibung Herkunft Verdinnung
polyklonaler, priméarer L. Roberts,
Anti-RTA Shee ! AK University of 1:1000
P Warwick, UK
polyklonaler, Peptid-AK | R. Zimmermann
Anti-Sec6bia; aus Hase gegen die letztg Universitat des 1:200
12 AS de<C-Terminus Saarlandes
Anti-B-Aktin muriner, r)_wonoklonaler, Abcam (ab8224) 1:1000
primarer AK
. muriner, monoklonaler, Roche .
SliReIRs primérer AK (11814460001) .
— muriner, monoclonaler, AbD serotech )
Anti-His primérer AK (MCA1396) 1:500
: ® muriner, monoklonaler, . )
Anti-FLAG™ M2 primérer AK Sigma (F3165) 1:1000
. monoklonaler, sekundaref .. )
Anti-Mouse-HRP AK, HRP gekoppelt Sigma (A4416) 1:13000
. monoklonaler, sekundare . ;
Anti-Sheep-HRP AK, HRP gekoppelt Sigma (A3415) 1:13000
. . monoklonaler, sekundaref .. )
Anti-Rabbit-HRP AK, HRP gekoppelt Sigma (A9169) 1:1000
3 _ polyklonaler, sekundarer . 1:100
ATD-SINSEp-ANE AK, FITC gekoppelt Slgimel (Prieet) (Immunfluoreszenz)

Zur Normierung der Saugerzellproben in der Weskaralyse wurde der Ant-Aktin
Antikorper verwendet. Fur die Immunfluoreszenzasalyurde der FITC-gekoppelte Anti-
Sheep Antikorper eingesetzt. Als Sekundarantikonparden die Meerrettich-Peroxidase
konjugierten Anti-Sheep, Anti-Rabbit und Anti-MouAatikdrper benutzt.
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2.3.2 RNA-Oligonukleotide

In Tabelle 8 sind die verwendeten RNA-Oligonukldet{siRNAs) ndher beschrieben.

Tabelle 8: Ubersicht tiber die verwendeten RNA-Oligoukleotide (SiRNAS).

Bezeichnung Gen Herkunft Sense-Sequenz
Sec61A-UTR Sec61A Qiagen CACUGAAAUGUCUACGUUUTT
ctrl sSiRNA - Qiagen AllStar Negative Control

2.3.3 Chemikalien, Enzyme und Kits

In Tabelle 9 sind die wichtigsten zum Einsatz gekwm Chemikalien, Enzyme und Kits

tabellarisch zusammengefasst.

Tabelle 9: Ubersicht (ber die verwendeten Chemikatin, Enzyme und Kits. Die restlichen
Chemikalien wurden, soweit nicht anders vermerkt den Firmen Roth, Merck bzw. Applichem
bezogen.

Firma, Firmensitz Materialien und Kits

ANALYTIC JENA, Jena innuPREP Plasmid Mini Kit

X-Gal, T4-DNA Ligase, Magermilchpulvef
APPHEIRIEN, (s Phenol/Chlorophorm/Isoamylalkohol

BIOCHROM, Berlin PBS Dulbecco

BIORAD, Miinchen EIeKtroporatlonskuvetten, Whatman Blotting-
Papier

BIOZYM, Hameln Agarose

. YNB (,Yeast nitrogen base w/o amino acids
PIFCIE), DRt (L) and ammonium sulfate”)

EUROGENTEC, Seraining (Belgien) Smart Ladder
DNAse-freie  RNAse A, Restriktionsenzyme

FERMENTAS, St. Leon-Rot und -puffer, dNTPs, PageRuler™ Prestained
Protein Ladder, Low Range DNA Ladder
GE HEALTHCARE, Minchen Protein A Sepharose, HisT‘Y'alﬁP-SauIen
® ™ z

INVITROGEN®, Karlsruhe SBP;'I-MEM , DMEM+GlutaMAX™ |, Gibcd’ |

MARCOR, New Jersey (USA) Agar-Agar, Pepton, Hefeskt
MILLIPORE, Eschborn Dialysefilter
MULLERS MUHLE, Gelsenkirchen Glukose
NALGENE CRYOWARE, Rochester (USA Kryordhrchen
NEB, Frankfurt EndoH
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Firma, Firmensitz

Materialien und Kits

NOVAGEN, Darmstadt

pSTBIlue-1 AccepTdt" Vector Kit, Nanofectin
Kit

NUNC, Rochester (USA)

96 Well-Mikrotiterplatten

QIAGEN, Hilden

HiPerFect Transfection Reagenz, PolyHect
Transfektionsreagenz

OMEGA BIOTEK, Norcross (USA)

,E.Z.N.A® Gel Extraction Kit"

PAA, Pasching (Osterreich)

Nanofectin Kit, Tryp&BTA

PERKIN ELMER, Waltham (USA)

Easytag Express>B] Protein Labeling Mix
C"-Marker

PIERCE, Rockford (USA)

SuperSigndl West Dura Kit, BCA-Proteif
Assay Kit

PRESENS, Regensburg

96 Well SensorPlate (Oxoplate, round bottom)

ROCHE, Mannheim

Fast Start High Fidelity PCR system, dNTP
Pack, Nonidet P40, PVDF-Membran, Complete
Protease Inhibitor Cocktail (EDTA-frei)p-
Glucuronidase/Arylsulfatase, WST-1 Reage

ROTH, Karlsruhe

Rotilabd®-Spritzenfilter

SARTORIUS, Géttingen

Vivaspin 20-Ultrafiltrationséieiten

SEIKAGAKU CORPORATION,
Tokyo (Japan)

Zymolyasé™ 20T und 100T

SERVA, Heidelberg

B-Mercaptoethanol, Coomassie Brilliant Blue,
Triton X-100, DMSO

SIGMA-ALDRICH, Deisenhofen

Ampicillin, Bromphenolblau, TagDNA-
Polymerase, Heringssperma-DNA, Acrylamid,
TEMED, in vitro Toxicology Assay Kit (TOX2
XTT based), Trypanblau, PMSF

THERMO SCIENTIFIC, Waltham (USA)

CL-Xposuté Film

VECTOR LABORATORIES (USA)

Rhodamine labeled RCA

234

Restriktionsendonukleasen

Alle verwendeten Restriktionsendonukleasen wurdemden Firmen Fermentas bzw. Roche

bezogen.
2.3.5 Oligonukleotide

In Tabelle 10 sind die in der vorliegenden Arbegrwendeten Oligonukleotid-Primer
aufgelistet. Die dargestellten Primer wurden mitfeHdes Programms Lasergene 7.0 der
Firma DNASTAR entwickelt und von den Firmen Sigmearn@sys und Biomers synthetisiert.
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Tabelle 10: Ubersicht iiber die verwendeten Oligonukotid-Primer. Die Restriktionsschnittstellen
sind Uber den entsprechenden Sequenzen angegelar: Bzw. Stopp-Kodons sindett
hervorgehoben; die Linker- und TAG-Sequenzen simdrgtrichen ER-Retentionssignale sirkdirsiv
dargestellt; die Leserichtung der jeweiligen Segeeanentspricht 5>3' (LS = Linkersequenz;

Li = Linker; His = 6 x His-Tag; SS = Signalsequenz)

Nr | Bezeichnung 5'>3'-Sequenz Verwendung
EcRl  BanHI RTAus 0, RTAus o,
1 5-RTA... GAATTC GGATCC ATG ATA TTC | RTA4s und der mutierten
coli CCC AAA CAA TAC CCA ATT ATA | E177D/R180H-Varianten sowie
AAC TTT ACC fur die eGFP-RTA-Konstrukte
Xbd ~ Barhil EcoRl PLssRTA bzw. PlggRTAS™®
, TCTAGA GGATCC GAATTC ATA TTC | ¢ - S
2 5 -RTAszauger COC AAA CAA TAC CCA ATT ATA AAG fu_r intrazellularen Expression in
TTT ACC Saugerzellen
Hindlll Sal £177D
3 3 RTA.. AAGCTT GTCGAC TTA ATG ATG ATG | RTAy;s, RTA™ s,
His ATG ATG ATG AAA CTG TGA CGA TGG | RTARY™M
TGG AGG TGC
Hindlll  Sal
4 | 3.RTA HDEL | AAGCTT GTCGAC TTA CAG TTC ATC| RTAys™=,  RTATR R,
His ATG ATG ATG ATG ATG ATG ATG AAA | RTAR!8H, HDEL
CTG TGA CGA TGG TGG AGG TGC
HindllI Sal
5 | 3.RTA.,KPEL | AAGCTT GTCGAC TTA CAG TTC ATC RTAs 00, RTAF, O
His TTT ATG ATG ATG ATG ATG ATG AAA | RTARBOH  KDEL
CTG TGA CGA TGG TGG AGG TGC
6 5-RTA™™ | CAG AAG CAG CAC ACT TCC AAT ATA | Mutagenese von RTA zJ
SOE TTG AGG RIIARSEL
. 3-RTAT [ cCT cAA TAT ATT GGA AGT GTG CTG| Mutagenese von RTA  zl
SOE CTTCTG RTARL80H
Xbd Nhd » —
8 5-eGFP TCTAGA GCTAGC ATG GTG AGC AAG EGFF: ki 1 EElE 2R
GGC GAG GAGC e
Sal BanHl - _ I
9 3-eGFP GTCGAC TTA GGATCC CTT GTA CAG EGFPt Kt fiir eGFP-RTA
CTC GTC CAT GCC G onstrukie
Hindlll  EcoRl BanHl RTA RTAEL77D fiir
, AAGCTT GAATTC GGATCC GCC ACC| : . . , - -
10 5-RTA kozak ATG ATA TTC COC AAA CAA TAG CCA m_tyazellulare Expression ip
ATT ATA AAC TTT ACC Saugerzellen
Kpnl Notl Xba EL77D ¢ ;
11 3-RTA GGTACC GCGGCCGC TCTAGA TTA .RTéA..’ RTA I fur Expression
AAA CTG TGA CGA TGG TGG AGG TGC | N =augerzelien
Nhe Bglll  Xha " :
12 | 5-Préaprolactin | GCTAGC AGATCT CTCGAG GCC ACQ §ﬁ“9§;k;\’/”;}j<‘§$m Aieineig
ATG GAC AGC AAA GGT TCG TCG CAG SS
EccRl  Hindlll 5 :
13 3-Praprolactin | GAATTC AAGCTT GGA GAC CAC ACC ﬁﬁug;;l_(:/nsgxlé}% pmCherry
CTG GCA CAA GAG SS
Xha EcoRl E177D =
14 5-K28ss | CTCGAG GAATTC ATG GAG AGC GTT .KZB.{OpS?RTAI/ RJA far
TCC TCA TTA TTT AAC ATT TTT TC N Vitro Iransiation
Notl Sal E177D ..
15 3-RTAiviro | GCGGCCGC GTCGACTTA AAA CTG _KZS'{OpiRTA{ RlTA far
TGA CGA TGG TGG AGG TGC G IN vitro Translation
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Nr | Bezeichnuny 5'>3'-Sequenz Verwendung
: GAG AGA CAG CAG GGC TTA GAA E177D .
16 5-K28pPss | Can CGT ATA TTC CCC AAA CAA TAC | K28PRssRTA/RTA fur
RTA-SOE | cca ATT ATA AAC TTT AC in vitro Translation
i GTA AAG TTT ATA ATT GGG TAT TGT E177D ,
17 3-K28pWs | 175 5o AAT ATA CGT TCT TCT Ang| K28PRsRTA/RTA L
RTA-SOE | cccteecteTcte TC in vitro Translation
2.4  Kulturbedingungen und Nahrmedien

Die aufgefuihrten Nahrmedien und Lésungen wurdemmwecht anders beschrieben, igCH

dest. geldst und durch 20-mindtiges Autoklavieren121°C sterilisiert. Agarplatten wurden

bei 4°C gelagert; die Lagerung von Flissigmediéoigte in der Regel bei Raumtemperatur.

2.4.1 Kultivierung von Bakterien

LB-Medium
Pepton 1,0 % (w/v)
Hefeextrakt 0,5 % (w/v)
NacCl 0,5 % (w/v)

Zur Herstellung von festen Medien wurden zuséatzligh% Agar hinzugefugt. Zur Selektion

wurde das Nahrmedium mit Stammldsungen von Kanamtyoi. Ampicillin supplementiert.

SOC-Medium
Pepton 2,0 % (w/v)
Hefeextrakt 0,5 % (w/v)
NaCl 10 mM
Glukose 20 mM
MgCl, 10 mM
MgSO, 10 mM
KCI 2,5 mM

Die Glukose-Ldsung wurde getrennt autoklaviert. Dagerung erfolgte bei 4°C.

Ampicillin-Stammldsung

Ampicillin
EtOH

50 mg/ml
50 % (v/v)

Die Losung wurde sterilfiltriert und bei -20°C ggéat.
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Kanamycin-Stammldsung

Kanamycin 25 mg/ml

Die Losung wurde sterilfiltriert und bei -20°C ggéat.

IPTG-Stammlésung

IPTG 100 mM

Die Losung wurde sterilfiltriert und im Dunkeln b&0°C gelagert.

X-Gal-Stammlésung

X-Gal 40 mg/ml
Dimethylformamid 100 % (v/v)

Die Losung wurde sterilfiltriert und im Dunkeln b&0°C gelagert.

Die Kultivierung von E. coli in Flissigmedien erfolgte bei 37°C und 220 rpm im
Schittelinkubator Multitron von Infors. Die Inkub@t von LB-Agarplatten erfolgte tber
Nacht bei 37°C im Brutschrank. Zur Selektion voagphidtragenden Kulturewurden die
entsprechenden Flussigkulturen sowie Agarplatten1®0ug/ml Ampicillin, bzw. 50 pg/mi
Kanamycin komplementiert. Im Fall einer Blau-weiBlektion (pSTBlue-1) wurden
zusatzlich 40 pl X-Gal-Stammlésung und 40 pl IPT@R8NnI6sung auf den Agarplatten
ausgebracht. Bei der Expression von Fusionsprateind=. coli BL21 (DE3) erfolgte die
Kultivierung bei unterschiedlichen Temperaturen \26fC oder 28°C (Punkt 3.1.1; Punkt
3.2.1). Die Induktion der Expression erfolgte biiee ODso0 von 2. In Tabelle 1 sind die

verwendetere. coli Stamme aufgelistet und naher charakterisiert.

2.4.2 Kultivierung von Hefen

YNB-Stammldsung

YNB w/o aminoacids and (NpLSO, 17 g/l

Die Losung wurde kurz vor Gebrauch hergestellt stedilfiltriert.
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Synthetisches SC- bzw. Drop-out-Medium

Glukose 2%
(bzw. Galaktose/Raffinose 3 %/2 %)
(NH,)2SOy 0,5 %
Drop-Out/SC-Mix 0,85 g/l
YNB 1,7 g/l

Zur Herstellung von festem Medium wurde zusatzli¢h % Agar hinzugefugt. Die Glukose
bzw. Galaktose/Raffinose wurde getrennt autoklaviend das YNB nachtraglich als
sterilfiltrierte Stammldsung zugegeben. Die zugasetPuffermenge ergab eine 20 mM
Pufferung bei pH 7,0.

YPD-Medium
Glukose 2%
Pepton 2%
Hefeextrakt 1%

Zur Herstellung von festem Medium wurde zusatzli¢h % Agar hinzugefuigt. Die Glukose

wurde getrennt autoklaviert.

SC- bzw. Drop-Out-Mix

Adenin 0,449 Phenylalanin 109
Arginin 0,49 Threonin 4,09
Histidin 0,49 Tryptophan 0,49
Isoleucin 0,69 Tyrosin 0,69
Leucin 20g Uracil 0,49
Lysin 0,69 Valin 3,09
Methionin 0,49

Die Grammangaben geben exemplarisch die Einwaaged4f,2 g SC-Mix-Pulver an. Bei
Drop-Out-Medien wurde(n) die entsprechende(n) Améuwe(n) ausgelassen. Die Lagerung
erfolgte bei 4°C.

Zur Kultivierung vonS. cerevisiaeBY4742 wurden ausschlieBlich die oben aufgefihrten
Standard-Medien verwendet. Die Anzucht der Kulturerrlissigmedien erfolgte bei 30°C
und 220 rpm im Schuttelinkubator Multitron von Irgpdie Kultivierung auf festen Medien
erfolgte im Brutschrank bei 30°C fur 3-5 d. Kultarplasmidfreier Zellen wurden in YPD-
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Medium Uber Nacht angezogen. Die Selektion plasag@inder Klone erfolgte auf den
jeweiligen d/o-Glukose-Agarplatten im Brutschrankur Induktion der Galaktose-
induzierbaren Promotoren wurden die Kulturen aub-@Alaktose-Agarplatten bzw.
Flissigmedium geshiftet und bei 30°C und 220 rpitivkert.

2.4.3 Kultivierung von Saugerzellen

Bei den in dieser Arbeit verwendeten Zelllinien d@ialh es sich ausschliel3lich um adhéarent
wachsende Zellen, welche der Stammsammlung degtutast fur Molekular- und
Zellbiologie entnommen wurden. Die Zelllinien simdTabelle 4 aufgefiihrt und dort naher
charakterisiert. Beide Zelllinien wurden in DMEM-Riem, wenn nicht anders beschrieben,
unter Zusatz von 10 % fetalem Rinderserum (FKS) Li#6l Penicillin/Streptomycin bei 37°C
und 5% CQ im Brutschrank HeraCell150 von Thermo Scientifidtikiert. Nach 3-4 d
wurden die Zellen in frisches Medium passagierts Balit-Verhaltnis betrug dabei 1:3, 1:5
oder 1:10.

Zur Ernte von Hela-Zellen wurden diese mit 1 x PB8Swaschen und 3 min mit
1 X Trypsin/EDTA inkubiert. Durch Zugabe von FKSitigem Medium wurde anschlieRend
das Trypsin inhibiert und die gelésten Zellen inltkiflaschen ausgesat. HEK293T Zellen
hingegen wurden mit 1 x PBS gewaschen und danach @agabe von 1 x PBS unter
kraftigen Schutteln abgeldst. Abschlie3end erfolgederum die Aussaat in Kulturflaschen.

2.4.4  Kryokulturen

Die langfristige Lagerung der Mikroorganismen eagfelin Dauerkulturen. Dabei wurde 1 ml
einer frischen Ubernacht-Kultur mit 1 ml 99 %-igesterilem Glyzerin versetzt und in
Kryoréhrchen bei -80°C gelagert. Zur langfristigeagerung von Saugerzelllinien wurden
pro Kryordhrchen 2 x f0Zellen in 10 % DMSO-haltigem Kulturmedium in fliigsin

Stickstoff eingefroren.

2.5  Zellzahlbestimmung
2.5.1 Bestimmung der Gesamtzellzahl

Die Gesamtzellzahl von Hefekulturen wurde mitteteee Neubauer-Zahlkammer (Neubauer
improved, Paul Marienfeld), deren Kammertiefe Oyh mbetrug, durchgefiihrt. Bei
Saugerkulturen kam die Zahlkammer Neubauer briget-on Paul Marienfeld mit einer

Kammertiefe von 1 mm zum Einsatz.
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2.5.2 Bestimmung der Optischen Dichte

Zur Bestimmung der optischen Dichte von Kulturapsdtwurde die Extinktion bei einer
Wellenlange von 600 nm an einem Spektralphotomglieospec 2100 pro von Amersham
Biosciences bestimmt. Die Schichtdicke der verwamdé&ivetten betrug dabei 1 cm. Das

entsprechende unbeimpfte Medium wurde zur Bestingna@n Referenz eingesetzt.

2.6 Bestimmung der DNA-Konzentration und -Reinheit

Die spektralphotometrische Bestimmung der Konzéotraind Reinheit der erhaltenen DNA
erfolgte mittels GeneQuant des Herstellers Phamricichrom. Das Prinzip beruht dabei auf
der Messung der unterschiedlichen Absorptionsspektron DNA und Proteinen. Dazu
werden die Absorptionswerte bei =260 nm (Absorptionsmaximum von DNA) und
A =280 nm (Absorptionsmaximum der aromatischen As@uren) gemessen. Der Quotient
aus AsdAzso wird als Mald fur die Reinheit der DNA herangezadeeine DNA zeigt einen
ungefahren Wert von 1,8 an, wahrend Verunreinignrdygch Proteine einen kleineren Wert
ergeben.

In der vorliegenden Arbeit wurden 1:60-Verdinnueg dorhandene DNA-Probe gegepH
dest. in einer Quarzkuvette mit einer Schichtdigkae 1 cm gemessen. Mit der erhaltenen
Absorption errechnete das verwendete Gerat die DNA-Konzeotraer Probe.

2.7 Standardmethoden zur DNA-Manipulation
2.7.1 Methoden zur Plasmid-Isolierung aust. coli

In der vorliegenden Arbeit wurde die Plasmid-DNAttels alkalische Lyse oder MiniPrep

aus den Bakterienzellen isoliert.
2.7.1.1 Alkalische Lyse

Die alkalische Lyse stellt eine einfache und sdenklethode dar, um Plasmid-DNA aus
Bakterienzellen zu gewinnen. Die Durchfihrung @telnach einem veranderten Protokoll
von Birnboim (1983).

Zur Isolierung von Plasmid-DNA mittels alkalischekyse wurden 1,5ml einer
Ubernachtkultur 1 min bei 13.000 rpm pelletiert uther Uberstand verworfen. Das Pellet
wurde in 10Qul GTE-L6sung resuspendiert. Eine vollstindige Rpsaosion ist dabei
notwendig, um spéater eine hohe DNA-Konzentrationeswalten. Nach Zugabe von 200

NaOH/SDS wurde die Losung vorsichtig durch Inveeine gemischt und 2-5 min bei RT
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inkubiert, bis eine klare Losung entstand. Die Kedigation erfolgte durch die Zugabe von
150ul Kaliumacetat und die Fallung der Proteine und DNAIrde 2 min auf Eis
durchgefuhrt. Die Préazipitate wurden durch zehnmigel Zentrifugation bei 4°C und
13.000 rpm pelletiert und 4Q0 des Uberstands wurden in ein neues 1,5 ml Resd@fal
Uberfuhrt. Die Plasmid-DNA wurde durch Zugabe v@® &l 99 %-igem Ethanol 5 min bei
RT gefallt und danach 2 min bei 13.000 rpm abzfgfiert. Nach Entfernen des Uberstandes
wurde das Pellet bei RT getrocknet und inuP®,0 dest. resuspendiert. Die Aufbewahrung
der Plasmid-DNA erfolgte bei -20°C.

GTE-L6sung
Glukose 50 mM
Tris-HCI 25 mM
EDTA 10 mM

Der pH-Wert der Loésung wurde mit HCI auf 8,0 eirtgls

NaOH/SDS-Ldsung

NaOH 200 mM
SDS 1 % (w/v)

5 M Kaliumacetat-Lésung

Eisessig 99,5 % 29,5 %
Der pH-Wert wurde mit KOH-Platzchen auf 4,8 eingétt

2.7.1.2 innuPrep Plasmid Mini Kit

Eine alternative Mdoglichkeit zur Plasmid-Isolierurayis Bakterien stellt die MiniPrep-
Isolierung dar. Das Prinzip bei dem hier verwendefenuPREP Plasmid Mini Kit* von
Analytik Jena beruht auf einer alkalischen Lyse Bakterienzellen mit darauf folgender
Bindung der Plasmid-DNA an eine Silica-Matrix eirggntrifugationssaule. Die DNA wird
anschlieBend durch mehrere Waschschritte geraimigitkann mit Hilfe von kD dest. oder
einem Niedrig-Salz-Puffer vom Filtermaterial eltigrerden. Die Plasmidisolierung wurde

nach den Herstellerangaben durchgefihrt.
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2.7.2 Polymerasekettenreaktion (PCR)

In der vorliegenden Arbeit wurden DNA-Sequenzentetst Standard-PCR oder SOE-PCR
amplifiziert und iiber TOPO- bzw. AccepTYeKlonierung in die Klonierungsvektoren

(Tabelle 5)eingebracht.
2.7.2.1 Standard-PCR

Die Polymerase-Ketten-Reaktion (,polymerase chaaction“, PCR) wurde von Kary Mullis
(1993) entwickelt und wird zum vitro Amplifikation von definierten DNA-Abschnitten
eingesetzt. Bei dieser Methode kommt es durch ti@enostabile DNA-Polymerase zu einer
zyklisch wiederholten Verdopplung der DNA (Saétial, 1988). Der Ablauf eines einzigen
von insgesamt 25 bis 30 Zyklen besteht aus einematfderungs-, einem Annealing- und
einem Elongationsschritt. Im Allgemeinen wird eirCRAnsatz verwendet, der aus
mindestens zwei Oligonukleotid-Primern (Tabelle ,1G)eien Desoxyribonukleotiden
(dNTPs), Template-DNA (Tabelle 5), DNA-Polymerasedudem passenden Puffersystem
besteht. Die Denaturierung erfolgt durch Kochen D&A, wodurch sich beide Strange
voneinander trennen. Im Annealingschritt folgt ellesenkung der Temperatur unter die
spezifische Schmelztemperatur der vorhandenen Prinigies ermdglicht deren
Hybridisierung mit der einzelstrangigen TemplateAON In der abschlie3enden
Elongationsphase wird durch die Temperaturerhéhamgdas Optimum der verwendeten
Polymerase die Verlangerung der Primersequenzenpleomentdr zum Templatestrang
initiert. Durch die Wiederholung dieser drei Sdierikommt es zu einem exponentiellen

Anstieg des Amplifikatproduktes.

Der in der vorliegenden Arbeit verwendete Standd@R-Ansatz setzt sich wie folgt

zusammen:
10 x Polymerase Puffer 2,5 ul
dNTPs (25 mM) 0,5 pul
5-Primer (100 pM) 0,25 pl
3’-Primer (100 pM) 0,25 ul
Template-DNA (1:10 verdunnt) 0,5 pul
Polymerase (5 U/ul) 0,25 ul
H.O dest. ad 25 pl

Bei Sequenzen unter 1 kbp wurde @@gPolymerase der Firma Sigma-Aldrich eingesetzt.
Bei DNA-Fragmenten mit mehr als 1 kbp wurde dag B#art High Fidelity PCR System von
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Roche verwendet. In diesem Kit ist ein ,proofregdiEnzym zugesetzt, was zu einer um den
Faktor 4 - verglichen mit herkdmmlichéfagPolymerase - verringerten Fehlerrate von
8,5x 10° fuhrt. Zur Amplifikation wurde der Thermocycler iPws96 plus von

MWG-Biotech bzw. epgradient S von Eppendorf einggsdabei wurden die einzelnen
Parameter beziglich der Annealingtemperatur, dengéd der zu amplifizierenden

DNA-Sequenz und der verwendeten Polymerase fljedieiligen Sequenzen angepasst. Die
erfolgreiche Amplifikation wurde in einer anschlefslen Agarosegelelektrophorese

Uberpraft.

Die Standard-PCR verlief nach folgendem Schema:

Initiale Denaturierung 95°C 4 min
Denaturierung 95°C 30s

Annealing 57°C 30 s;% 25-30 x
Elongation 72°C 45

Terminale Elongation 72°C 7 min

2.7.2.2 SOE-PCR

Eine Spezialform der PCR stellt die sogenannte $OR- (,Splicing by Overlapping

Extensions®) dar. Diese Methode wird eingesetzt,lilchenlose Fusionskonstrukte aus zwei
Gensequenzen herzustellen oder innerhalb eines&ss Teilbereich zu deletieren. In einer
ersten Reaktion werden dabei die einzelnen Gensegquegetrennt voneinander amplifiziert.
Zusatzlich besitzt der 3’-Primer des ersten und 5ePrimer des zweiten Gens homologe
Sequenzen aus den 5'- bzw. 3'-Bereichen des jayegilianderen Gens. In einer zweiten
Amplifikation werden nun lediglich die flankierende5’- bzw. 3’-Primer des spateren
Fusionskonstruktes mit den beiden Amplifikaten iwrdreDie angefugten, tberlappenden
Bereiche der Amplifikate kdnnen sich nun zusamngara wodurch die DNA-Polymerase
in der Lage ist das Fusionskonstrukt vollstadndigenlizieren. Der Vorteil dieser Methode ist

die Erzeugung von Fusionen ohne stérende SpaceireBerdurch Restriktionsschnittstellen.
2.7.2.3 AccepTorM-Klonierung

Das ,pSTBlue-1  AccepTor™  Vector Kit* von Novagen nnda als
Zwischenklonierungsvektor verwendet, um eine Segjeaing der amplifizierten

PCR-Produkte zu ermdglichen. Die Durchfiihrung eértlabei laut Herstellerangaben. Der
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pSTBlue-Vektor ist derart konstruiert, dass er eangache und effektive Klonierung von
PCR-Produkten mit 3'-dATP Uberhangen, die z. B.cHueine Tag-Polymerase erzeugt
werden, gewabhrleistet. Der linearisierte Vektorhéitt einzelstrangige 3’-dUTP-Uberhange,
wodurch eine direkte Ligation des Amplifikats innd¥ektor moglich ist. Dariiberhinaus
besteht bei dem Klonierungssystem die Moglichkert Blau-weil3-Selektion und der Vektor
besitzt sowohl ein Ampicillin- als auch Kanamyciedistenz-Gen. Die Transformation in
chemisch kompetente Nova Blue Singles-Zellen eidolgach Herstellerangaben. Zur

Sequenzierung der Inserts in pSTBlue-1 wurden died? T7 und SP6 eingesetzt.
2.7.3 DNA-Sequenzierung

Alle Plasmide aus den Zwischenklonierungen wurdem Kontrolle der Kkorrekten
Basenabfolge sequenziert. Die Sequenzierungsrealtiode nach der Didesoxy-Methode
(Sangeret al, 1992) von der Firma GATC Biotech (Koln) durchdatii Die Auswertung der

Sequenzen erfolgte mit Hilfe des Computerprogranfsegiman aus dem DNASTAR-
Software-Paket.

2.7.4 DNA-Restriktion

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden DNA-Ré&sthen mit diversen
Enzymkombinationen durchgefuhrt. Im Allgemeinen eam die Restriktionsenzyme der
Firma Fermentas, in Einzelfallen die der Firma Roeimgesetzt.

Bei Anséatzen, die zur Kontrolle der Ligation diemterfolgte die Inkubation in der Regel bei
37°C fur 2 h. Bei praparativen Ansatzen wurde dikubationszeit auf 3 h erhdht, um die
groRtmogliche Menge an restringierter DNA zu edralt Nach Inkubation wurde der
Restriktionsansatz mit einem Finftel des Volumen&aB versetzt und gelelektrophoretisch
aufgetrennt.

Die Zusammensetzung der Reaktionsansatze richtéteach den Herstellervorschriften und

folgte grundsétzlich folgendem Schema:

10 x Reaktionspuffer 2 ul
Restriktionsenzym | 0,4 ul
Restriktionsenzym I 0,4 ul
RNase A 0,1 pl
DNA (alkalische Lyse) 1l
H,O dest. ad 20 pl
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2.7.5 Agarosegelelektrophorese

Die Agarosegelelektrophorese ist ein schnelles Wkudtenginstiges Verfahren zur
Auftrennung von DNA-Fragmenten anhand ihrer Gralie. Auftrennung der fir analytische
und praparative Zwecke benétigten DNA-Moleklle vegrdliese in eine Agarosegelmatrix
eingebettet und eine elektrische Spannung angdleger den vorherrschenden basischen
Bedingungen bewegen sich die DNA-Fragmente bedilugth die negative Ladung des
DNA-Phosphat-Rickgrats in Richtung Anode. Kleindfelekile kdnnen sich schneller
durch die netzartige Agarosematrix bewegen, wodwsidh die Laufstrecke umgekehrt
proportional zur Fragment-Grof3e verhélt. Zusatzlish die Laufgeschwindigkeit von
weiteren Faktoren, zu denen die Starke des elekéts Feldes, lonenstarke und Porengrol3e
der Agarosematrix zahlen, abhangig. Letzterer HKalktann durch unterschiedliche
Konzentrationen des Polysaccharids Agarose vanienden. Anhand eines mitgeflhrten
Markers, der ein Gemisch von DNA-Fragmenten belan@to3e und Konzentration enthalt,
kann die GroRe der getesteten Fragmente bestimthtderen Konzentration abgeschéatzt
werden. Der Nachweis erfolgt optisch Uber den Rafb&thidiumbromid, der sich durch
seine interkalierenden Eigenschaften in den DNAjidgtrang einlagert und durch
Bestrahlung mit Licht einer Wellenlange vbn= 254 nm zur Emission im roten Bereich bei
ca.Ae = 590 nm angeregt wird.

Die gelelektrophoretische Auftrennung erfolgte atgji§ von der jeweiligen Grof3e der
DNA-Fragmente in 1%- oder 2%-igen Agarosegelen It TBE-Puffer (Sambroolet al
1989). Die angelegte Spannung an der Elektrophapgseatur Blue Marine von BioRad
betrug 10 V/cm. Die Proben wurden mit einem Funiteks Volumens an ,Gel-loading
buffer* (GLB) versetzt. Als GroRenstandard wurdertweeder 5ul Smart-Ladder der Firma
Eurogentec oder O’GeneRuler DNA Ladder Low RangeRlena Fermentas aufgetragen.
Bei Verwendung des Markers O’GeneRuler DNA LaddewlRange wurden die Proben mit
der entsprechenden Menge des mitgelieferten 6 rgerdoading Dye-Puffer versetzt. Die
Agarosegele wurden 10 min in einem EthidiumbromattBngefarbt und die Fluoreszenz mit
Hilfe des ChemiDoc XRS Systems von BioRad dokuneetti

10 X TBE
Tris-HCI 890 mM
Borsaure 890 mM
EDTA 20 mM

Die pH-Wert wurde mit HCI auf 8,0 eingestellt.
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Probenpuffer (GLB)

Glyzerin 50 % (v/v)
EDTA 125 mM

SDS 1 % (w/v)
Bromphenolblau 0,05 % (w/v)
Xylencyanol 0,05 % (w/v)

Ethidiumbromid-Farbebad

Ethidiumbromid 0,4 ml/l

2.7.6 DNA-Isolierung aus Agarosegelen

Zur lIsolierung von DNA-Fragmenten nach Restriktiond Auftrennung in Agarosegelen
wurde in der Regel das kommerziell erhaltliche E.A. Gel Extraktion Kit der Firma
Omega biotek verwendet. Dieses Kit ist optimient die Reinigung von 50 bp bis 40 kbp
groRer DNA. Nach der Reinigung ist die DNA frei v&moteinen, Salzen, Agarose und
Ethidiumbromid und kann fur nachfolgende Ligation&equenzierungen und Restriktionen
eingesetzt werden.

Vor Beginn der Isolierung wurden die entsprechenbDé&lA-Banden mit einem gereinigten
Skalpell aus dem Agarosegel ausgeschnitten undhi2 enl Reaktionsgefald tberfthrt. Die
DNA-Isolierung wurde exakt nach den Herstelleramgalbdurchgefuhrt. Abschliel3end
erfolgte die Lagerung bei -20°C.

2.7.7 DNA-Ligation

In einemin vitro Verfahren kénnen linearisierte DNA-Fragmente nilteHvon DNA-Ligasen
zusammengefliigt werden. Hierbei katalysieren die BRMNfsen ATP-abhéangig die
Verknupfung der Enden zweier mit kompatiblen R&Stmsenzymen geschnittener
DNA-Fragmente. Die Bildung einer PhosphodiesterdBimg zwischen einer freien
5’-Phosphat-Gruppe und einer 3’-Hydroxy-Gruppe figdabei zur Entstehung eines kovalent
geschlossenen DNA-Ringmolekiils.

Nach Restriktion und Reisolation aus dem Agarosegeden die DNA-Stlicke durch das
T4-DNA-Ligase System von Applichem miteinander édigi In der Regel betrug das
molekulare Verhaltnis von linearisiertem Vektor umdert 1:1. In manchen Fallen musste
jedoch das Verhdaltnis angepasst werden (1:2 od8). IDie Ansatze wurden mit

10 x Ligationspuffer und T4-DNA-Ligase komplettiemtd tber Nacht bei 16°C inkubiert.
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Die Zusammensetzung eines Standard-Ligationsasshtwie folgt aus:

Vektor-DNA 8,5 ul
Insert-DNA 8,5 ul
10 x Ligationspuffer 2 ul
T4-DNA-Ligase 1l

2.8 Transformationsmethoden

In der vorliegenden Arbeit kamen die nachfolgenddiransformations- bzw.
Transfektionsverfahren zum Einsatz, um eine gezidufnahme von Plasmid-DNA in

Bakterien-, Hefen- und Saugerzellen zu gewéhrleiste
2.8.1 Transformation von Bakterien mittels Elektroporation

Die Elektroporation ist eine sehr effektive Methpden rekombinante Plasmid-DNA in
pro- und eukaryotische Zellen einzubringen. Daberden mit Hilfe eines Kondensators
kurze elektrische Pulse erzeugt, die eine kurkestPorenbildung in der Zellmembran
hervorrufen, wodurch die exogen applizierte PlasBiNA in die Zelle eindringen kann
(Calvin und Hanawalt, 1988; Dowet al, 1988; Hanahan, 1983).

Die Herstellung elektrisch kompetenter Zellen wundeh folgendem Schema durchgeflnhrt.
250 ml LB-Medium wurden 1 %-ig mit einer frischet©P10 bzw. DHB&-Ubernachtkultur
beimpft und bis zu einer Q& von 1,0-1,2 bei 37°C und 220 rpm inkubiert. Nach
15-minatiger Inkubation auf Eis erfolgte das Erntiem Kultur durch Zentrifugation fir 5 min
bei 4°C und 8.000 rpm. Danach wurden die Zellenimakemit vorgekihltem 10 % Glyzerin
gewaschen und der Uberstand verworfen. Das entstandPellet wurde im Riuckfluss
resuspendiert und in 2 ml-ReaktionsgefaRe UberfiUhiflach einem finalen
Zentrifugationsschritt von 5 min bei 4°C und 8.0pth wurde der Uberstand verworfen und
das verbleibende Pellet in einem dem Zellpellem@n identischen Volumen an
10 % Glyzerin resuspendiert. Die elektrokompeterdeiien wurden in 4@l-Aliquots bei
-80 °C gelagert.

Da sowohl die verwendeten Bakterienzellen als alielDNA-L6sung salzfrei sein missen,
erfolgte  vor der Elektroporation eine Dialyse desigationsansatzes. Dieser
Entsalzungsprozess gewahrleistet, dass kein Kuumschn der Kivette auftritt. Hierbeli
wurde der Ansatz ca. 50 min auf einem Dialyse-Eth&it der Firma Millipore (0,02&m)
gegen 10 % Glyzerin dialysiert. Der salzfreie Amsaturde danach in ein 40 pl-Aliquot
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kompetenter E. coli Zellen gegeben, zuséatzlich ein Tropfen sterile %0 Glyzerin
hinzugefiigt und dann in eine vorgekiuhlte Elektraponskivette der Firma BioRad
uberfihrt. Die Transformation wurde mit Hilfe deer@ Pulser Il von BioRad bei 200
25uF, und 2,5 kV/cm durchgefuhrt. Nach dem Puls wurdiea Zellen sofort in 1 ml
vorgewdrmtem SOC-Medium aufgenommen und bei 37°@ BB0 rpm inkubiert. Die
Inkubationsdauer betrug 45 min bei einer Ampicillioew. 60 min bei einer Kanamycin-
Selektion. Die Plasmid-Selektion erfolgte auf LBakglatten mit dem entsprechenden
Antibiotikum-Zusatz bei 37°C uber Nacht.

2.8.2 Transformation von Hefen

Die Transformation vonsS. cerevisiae erfolgte mittels Lithiumacetat-Methode. Dabei
befahigen Alkali-Kationen und Carrier-DNA (DNA atteringssperma) Hefezellen zu einer
effizienteren Aufnahme von Fremd-DNA Uber die Zbédlache (Gietzt al, 1995; Itoet
al., 1983; Schiestl und Gietz, 1989). Die eigentli€hi¢A-Aufnahme wird durch die Zugabe
von Polyethylenglykol (PEG) und einen Hitzeschoek #2°C induziert. Mit der Methode
konnen sowohl rekombinante Plasmide als auch ,kmmatkKassetten aus linearer dsDNA
gezielt in Hefezellen eingeschleust werden.

Bei der Transformation wurden 2 ml einer Ubernaghtk fir 3 min bei 8.000 rpm
abzentrifugiert, das entstandene Pellet in 1 mO Hdest. gewaschen und in 2d0

1 x LIAC/TE-LOsung resuspendiert. Der Zellsuspensiawurden 2Qul hitzedenaturierter
Carrier-DNA (Tabelle 9), 2l Plasmid-DNA sowie 1200 pul PEG-L6sung hinzugegebed
bei 30°C und 220 rpm fur 30 min inkubiert. Nach rhbyitigem Hitzeschock bei 42°C
wurden die Zellen fur 1 min bei 13.000 rpm abzewfiért, das Zellpellet zweimal mit
1 x TE-L6sung gewaschen und in 3d0L x TE-L&sung resuspendiert. AbschlieRend wurde
die Zellen auf entsprechenden d/o-Selektions-Agéent ausplattiert und 3-5d bei 30°C

kultiviert.

10 x Lithiumacetat

LiAc 1M

Der pH-Wert von 7,5 wurde mit Essigsaure eingdstell
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10x TE

Tris-HCI 100 mM
EDTA 10 mM

Der Losung wurde HCI bis zu einem pH-Wert von Wg§emeben.

1 x LIAC/TE-L&sung

10x TE 1 Teil

10 x LiAc 1 Teill

H-O dest. 8 Teile
PEG-L6sung

50 % PEG 4000 8 Teile

10x TE 1 Teil

10 x LiAc 1 Teil

2.8.3 Transfektion von Saugerzellen

Die Plasmid-Transfektion von HelLa-S3- und HEK293l&n wurde mit dem Nanofectin

Kit der Firma PAA vorgenommen. Das Kit beinhaltetet unterschiedliche Komponenten:

positiv geladene Polymere, die DNA binden kénned porose Nanopartikel, in die sich das

Polymer einlagert. Dieser Nanopartikel-Komplex wiglffektiv von den S&ugerzellen

aufgenommen und schutzt zugleich die gebundene RdtAler Degradation durch zellulare
Nukleasen. HelLa-S3- und HEK293T-Zellen wurden 24hder eigentlichen Transfektion zu

1x 10 Zellen in 24 Well-Mikrotiterplatten von Greiner aesat. Dabei erfolgte die

Transfektion nach Vorschrift des Herstellers. Fie dransfektion von HelLa-S3- bzw.
HEK293T-Zellen wurde 1 pug bzw. 0,5 pg DNA eingesetiach 20-minutiger Inkubation bei

RT wurde der Transfektionsansatz zur Zellkultueinem Endvolumen von 500 pl gegeben.

Die Zellen wurden bis zur Ernte bzw. Toxizitatsmegsbei 37°C und 5 % CQxultiviert.
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2.9 Probenvorbereitung
2.9.1 Zellaufschluss und -extraktaufbereitung
2.9.1.1 Bakterien

Die rekombinante Expression der verschiedenen Riamanten erfolgte imE. coli
Expressionssystem. In diesem System ist jedochemg intrazellulare Expression von
rekombinanten Proteinen moglich, wodurch es noétigr,wdie Bakterienzellen fur die
nachfolgenden Reinigungsschritte bzw. flir den Esgiomsnachweis aufzuschliel3en. Dazu
wurde die Ultraschall-Methode verwendet, die auhd®&rinzip der Kavitation basiert. Hierbei
werden durch das erzeugte Ultraschallfeld in deéisstgkeit Schallwellen erzeugt. Diese
verursachen die Bildung und Implosion von Wassepfhlasen, wodurch die Zellen durch
die dabei entstehenden hohen Druck- und Tempep#zes zerstort werden.

Der Ultraschallaufschluss erfolgte mittels Sonipf&® Ultrasonic Disintegrator von MSE.
Hierzu wurden 500-1000 ml Bakterienkultur 10 min #&C und 8.000 rpm abzentrifugiert,
das entstandene Pellet in 5 ml Binding-Puffer niMT&-freiem Protease-Inhibitor (20 pl/ml,
Punkt 10.2.2.1) von Roche resuspendiert und inUdiraschall-Glasrohrchen tberfihrt. Die
Probe wurde wahrend des Aufschlusses auf Eis gekdét Aufschluss beinhaltete 5 Zyklen
mit jeweils 15 s Beschallung bei einer Amplituden\20 Microns und einer darauffolgenden
Pause von 30 s auf Eis. Nachfolgend wurde die Ssspein 2 ml Reaktionsgefalie tberfuhrt
und 15 min bei 15.000 rpm und 4°C abzentrifugiBie Pellets wurden verworfen und die
Uberstande mittels RotilaBeSpritzenfiltern von Roth (0,22m Durchmesser) von restlichen
Zellbestandteilen befreit. AnschlieRend wurden tiberstande zur weiteren Reinigung
mittels NF*-NTA Chromatographie eingesetzt (Punkt 2.10.1). 2Nachweis der Expression
wurde sowohl der Uberstand mit den loslichen sodiés Pellet mit den unloslichen
Bestandteilen zur Western-Analyse verwendet. Dadtdevdas Pellet zweimal in,8 dest.
gewaschen, im Ruckfluss resuspendiert, die Suspensr Verhaltnis 1:1 mit 2 x SDS-

Probenpuffer gemischt und 5 min bei 95°C denaturier

Bindungspuffer

NaCl 500 mM
Imidazol 10 mM
KH-PO, 20 mM

Der pH-Wert der Lésung wurde auf 7,4 eingestellt.
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2.9.1.2 Saugerzellen

Der Aufschluss von Saugerzellen verlief nach fottpgn Schema. Zur Zellernte wurden die
in den entsprechenden Mikrotiterplatten inkubieZetien in einer Zentrifuge Allegra X-22R
von Beckman Coulter mit einem speziellen Zentrihggasatz (S2096) fur 3 min bei
1.200 rpm abzentrifugiert. Dieser Schritt dientewda@en Verlust von abgelésten Zellen zu
verhindern. Danach wurden die Zellen mit 1 x PBSvagehen, durch einen erneuten
Zentrifugationsschritt abzentrifugiert und durckx Trypsin/EDTA-Behandlung tber 3 min
bei 37°C abgelost. Nach Inhibierung von TrypsinctiuZugabe von FKS-haltigem Medium
wurden die Zellen gezéahlt und anschlie3end durahtrfegation fir 3 min bei 3.000 rpm
pelletiert. Das Pellet wurde in RIPA-Puffer und SPB®benpuffer aufgenommen,
resuspendiert und Uber 5 min bei 95°C gekocht.iriene abschlieenden Schritt wurde mit
Hilfe von Glasperlen und einem 10-mindtigen Vortdx#t bei mittlerer Stufe die DNA
fragmentiert, wodurch die Probe bei der spatereis-8BBGE besser aufgetragen werden
konnte. Die Volumina an RIPA-Puffer und Probenpuffeurden so gewahlt, dass jeder
Ansatz eine definierte Anzahl an Zellen (2 X Zllen pro 30 pl) enthielt. Dies garantierte

eine ungefahr gleiche Proteinmenge der einzelnebePrinnerhalb einer Versuchsansatzes.

RIPA-Puffer
Tris-HCI 50 mM
NaCl 150 mM
EDTA 1 mM
IGEPAL 1%
Na-Deoxycholat 1%
SDS 0,1%

2.9.2 Proteinfallung
2.9.2.1 Aceton-Fallung

Die Konzentration von Proteinen aus Losungen etdatgittels Aceton-Fallung. Dabei wurde

1 Teil der zu fallenden, wassrigen Probe mit 4éregiskaltem Aceton versetzt, gemischt und
bei -20°C uber Nacht gefallt. Die gefallten Progeiurden 30 min bei 4°C und 15.000 rpm
abzentrifugiert und im Verhaltnis 1:1 in,@® dest. und 2 x SDS-Probenpuffer geldst und
5 min bei 95°C aufgekocht, bevor sie zur SDS-PA@Igesetzt wurden.
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2.9.2.2 TCA-Fallung

Eine alternative Moglichkeit stellt die Fallung vBnoteinen mit Hilfe von Trichloressigsaure
(TCA) dar. Hierzu wurde die zu féallende Probe miteen 1/100 Volumen einer 2 %-igen
Natriumdeoxycholat-Lé6sung komplementiert, die Prgjeeortext und anschlielBend 30 min
bei 4°C inkubiert. Die Fallung erfolgte durch Zugaon 1/10 Volumen 100 % TCA bei -
20°C Uber Nacht. Nach 15-minitiger Zentrifugatiosi B°C und 15.000 rpm wurden der
Uberstand verworfen, das entstandene Pellet zweimial 100 % Aceton gewaschen,
getrocknet, mit 2 x SDS-Probenpuffer versetzt umairb bei 95°C denaturiert.

2.10 Proteinreinigung

Die weiterfihrenden Beschreibungen der verschied&mnigungsprotokolle beginnen mit
dem sterilfiltrierten Uberstand, der nach Zellabfass und Zentrifugation erhalten wurde.
Die Reinigungen wurden entweder mit Hilfe des ARtaifier von GE Healthcare oder einem
Reinigungssystem von Pharmacia, bestehend aus Bim@pe (LKB Pump P1), einem
Detektor (Programmer GP-250 Plus) und einem Sobir¢lKB-REC102), durchgefuhrt. Bei
der Reinigung mittels Akta Purifier wurden Frak&onmit Hilfe des Fraktionssammlers

Frac950 von GE Healthcare gesammelt.

2.10.1 Ni**-NTA Chromatographie

Zur Reinigung His-getaggter Proteine wurde dié"NTA Chromatographie eingesetzt. Das
Prinzip dieser Methode beruht auf der starken Atfirvon Histidin zu Metallionen wie z. B.
Ni?*. Die Bindung der getaggten Proteine erfolgt daimeSaulen, die Nickelionen tiber einen
Nitrolessigsaure-Rest (NTA) gebunden haben. Hielein das gebundene Nickel im
Austausch gegen Wasser mit zwei His-Resten dewiRsotnteragieren. Im Allgemeinen
binden diese Fusionsproteine wesentlich starkerdas Saulenmaterial als ungetaggte
Proteine. Zur abschlielBenden Elution der Proteiirel wa der Regel Imidazol verwendet
(Crowe et al, 1994). In der vorliegenden Arbeit wurden die koenmell erhéltlichen 5 ml
bzw. 1 ml HisTrap" HP Saulen von GE Healthcare eingesetzt. Die Siutde zu Beginn
mit 5 Volumen Bindepuffer aquilibriert und nach démftragen der Probe mit 5-10 Volumen
Bindepuffer gespult. Der Elutionsschritt erfolgté& 100 % Elutionspuffer. Die Eluatfraktion
wurde in einem 15 ml Falcon aufgefangen und biddrapufferung auf Eis gelagert.
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Bindungspuffer

NaCl 500 mM
Imidazol 10 mM
KH>POy 20 mM

Der pH-Wert der Lésung wurde auf 7,4 eingestellt.

Elutionspuffer

NaCl 500 mM
Imidazol 500 mM
KH-PO, 20 mM

Der pH-Wert der Lésung wurde auf 7,2 eingestellt.
2.10.2 Umpufferung

Zur weiteren Analyse der Toxinvarianten musste idaglutionspuffer enthaltene Imidazol
aus den Eluaten entfernt werden, da dieses Sakitden moderater Konzentration die
Bestimmung der Proteinkonzentration stort. Hierzamkeine mit den entsprechenden
Zielpuffern 1 x PBS Dulbecco pH 7,4 (fur Sdugerexpente) bzw. Inkubationspuffer pH 4,7
(fur Hefeexperimente) aquilibrierte Gelfiltratiodssde von Pharmacia (Phenyl-Sepharose, XK
26/10 HiLoad", beladenen mit 60 ml Sepharose G 25) zum Ein&ié&z Umpufferung und
die anschliel3ende Elution fanden auch in den obedhmten Puffern statt. Die erhaltenen
Fraktionen  wurden  mittels  Vivaspin20-Ultrafiltratigeinheiten ~ von  Sartorius
(Ausschlussgrenze 30 kDa) bei 8.000 rpm auf einvBldnen von 5 ml eingeengt. Die
Lagerung erfolgte bei 4°C auf Eis.

Inkubationspuffer

Tris-HCI 10 mM
CaCb 10 mM
Glukose 10 mM
Sorbitol 0,8 M

Der pH-Wert der Loésung wurde mit HCI auf 4,7 eirigs
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1 x PBS Dulbecco

Dabei handelt es sich um eine fertige PBS-Losumed®&” und Md™ der Firma Biochrom
(Tabelle 9).

2.11 Proteinbiochemische Methoden

Um die Expression der einzelnen in dieser Arbeigéstellten Toxinfusionen nachzuweisen
und naher zu verifizieren, wurden entsprechendehdtisn zur Detektion von Proteinen
angewendet. Diese umfassten Methoden wie SDS-PAGHstern-Analyse und Coomassie-

Farbung.
2.11.1 Proteinbestimmung mittels BCA-Methode

Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgtetets BCA Protein Assay Kits von
Pierce. Dabei handelt es sich um eine modifizieden der Lowry-Methode (Hartree, 1972),
die auf dem kolorimetrischen Nachweis eines vielettBicinchoninsiaure (BCA)/Cu
Farbkomplexes bei 562 nm beruht. Dieser entstehthddie reduzierende Wirkung von
Proteinen auf die in der Lésung vorhandene"@nen und der anschlieRenden Reaktion
mit Bicinchoninsdure (Redinbaugh und Turley, 1986iith et al, 1985; Wiechelmaet al,
1988). Die Konzentrationsbestimmung verlief exakicm den Herstellerangaben. Als
Eichgerade wurden Proben mit bekannten Konzentratiq25 pg/ml bis 2000 pg/m) von
Rinderserumalbumin (BSA) mitgefuhrt. Sowohl fir diechstandards als auch die Proben
wurden Dreifach-Bestimmungen durchgefuhrt. Nach Piebenvorbereitung wurden die zu
testenden Proben in 96 Well-Mikrotiterplatten voand fir 30 min bei 37°C im Microplate
Reader 680 XR von BioRad inkubiert und anschlielRelel Absorption bei 562 nm

automatisch bestimmt.
2.11.2 SDS-PAGE

Im Gegensatz zur Agarosegelelektrophorese lassemsi dem erstmals von Shapieo al.
(1967) beschriebenen Verfahren Proteine nach ilMetekulargewicht im elektrischen Feld
auftrennen (Shapiret al, 1967). Dabei erfolgt die Auftrennung unter denatenden
Bedingungen, die durch die Zugabe des anioniscretar@enz Natriumdodecylsulfat (SDS)
erreicht wird. Dadurch werden fast alle nicht-k@rdaen Wechselwirkungen im nativen
Protein durch das im Gel und Probenpuffer enthalt®etergenz zerstort. Zusatzlich

entstehen negative geladene Protein-SDS-Komplexe, an konstantes Masse zu
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Ladungsverhaltnis aufweisen, was auf die Anlageramg SDS im Verhdltnis 1,4:1 an die
hydrophoben Aminosaurereste der Proteine zurickzenist. Unter diesen Bedingungen
hangt demnach die Wanderung der Proteine zur Aaadschliel3lich von ihrer molekularen
Masse ab. Zur Reduzierung von Disulfidbriicken kénmesatzlich noch denaturierende
Agenzien wigl-Mercaptoethanol und Dithiothreitol zugegeben warde

Das fir die Auftrennung des Proteingemischs eirgtsdolyacrylamidgel entsteht durch
Polymerisation von Acrylamid und N,N'-Methylenbisgamid. Dies fuhrt zu einer
Quervernetzung der Polyacrylamidketten, wobei diereRgrof3e des Gels durch das
Verhéltnis an eingesetztem Acrylamid und Bisacrythrbestimmt werden kann. Das
zusatzlich zugegebene Ammoniumpersulfat (APS) ddatiei als Radikalstarter, wahrend
Tetramethylethylendiamin (TEMED) eine wichtige Ftinok als Reaktionskatalysator
ubernimmt. Als GroR3enstandard wird ein Marker, eier Gemisch aus Proteinen bekannten
Molekulargewichts darstellt, mit aufgetragen.

In der vorliegenden Arbeit wurde zur Verbesserungr dBandenauftrennung ein
diskontinuierliches System eingesetzt, das aus%2igen Trenn- und Sammelgelen bestand.
Dabei erfolgt im ersten Schritt eine Konzentrierueg Proteingemischs im Sammelgel; im
zweiten Schritt wird eine Auftrennung der einzelri@oteine durch das engporige Trenngel

erreicht.

Ansatz flr 2 Trenngele:

Rotiphorese Gel 30 5,88 mi
Tris-HCI/SDS pH 8,45 5ml
H,O dest. 2,3 ml
87 % Glyzerin 1,6 ml
TEMED 25 pl
APS 10 % 80 pl

Ansatz fir 2 Sammelgele:

Rotiphorese Gel 30 1,62 ml
Tris-HCI/SDS pH 8,45 3,1 ml
H,O dest. 7,78 mi
TEMED 25 pl
APS 10 % 80 pl

In der Regel wurden die Proben vor dem AuftragervVienhaltnis 1:1 mit denaturierendem
2 x SDS-Probenpuffer versetzt und 5 min bei 95°CHmizblock denaturiert. Bei nativen

Bedingungen wurden die Proben mit nicht-reduzieeemdPuffer behandelt und ohne
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zusatzliches Kochen aufgetragen. Als Proteinlarigedard wurde der PageRuler™
Prestained Protein Ladder der Firma Fermentas vetgie Die Elektrophorese erfolgte im
Mini-Protean II-Elektrophorese-System von BioRad éieer Spannung von 80-120 V. Der
Proteinnachweis erfolgte entweder mittels Westenaipse oder Coomassie-Farbung.

2 X SDS-Probenpuffer

SDS 4 %
EDTA 4 mM

Glyzerin 20 %
Bromphenolblau 0,01 %
Phenolrot 0,01 %

in 0,1 M Tris/HCI-Puffer pH6,8

Der reduzierende Probenpuffer enthielt zusatzliéhBMercaptoethanol.

Tris-HCI/SDS
Tris-HCI 3M
SDS 0,5 %

Der pH-Wert wurde mit HCI auf 8,45 eingestellt uid Losung bei 4°C gelagert.

5 x Kathodenpuffer

Tris-HCI 500 mM
Tricin 500 mM
SDS 0,5 %

Die Losung wurde bei 4°C gelagert.

5 x Anodenpuffer

Tris-HCI 1M

Der pH-Wert wurde mit HCI auf 8,9 eingestellt urid doésung bei 4°C gelagert.
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2.11.3 Western-Analyse

Die Western-Analyse ermdglicht den immunologischiéachweis von Proteinen. Hierzu
werden die zu untersuchenden Proteine nach erfdBpS-PAGE (Punkt 2.11.2) auf einer
PVDF-Membran immobilisiert, wodurch nachfolgend eMachweis mittels Protein-
spezifischer Antikorper (AK) erfolgen kann (Burregti981; Towbiret al, 1992) Das Prinzip
des sogenannten ,Elektroblottings® beruht dabei darf Wanderung der negativ geladenen
Proteine im angelegten elektrischen Feld in Riohptuiragermembran. Aufgrund von
hydrophoben Wechselwirkungen bleiben die Proteinedar Membran haften, ohne eine
Veranderung des bei der elektrophoretischen Tremnantstanden Bandenmusters zu
verursachen. Die Tragermembran wird vor der Immet&kdion mit entsprechenden
Blocking-Puffern behandelt, um freie Antikorper-Bimgsstellen durch Proteine wie z. B.
BSA oder Casein zu blockieren. Anschlie3end kondengewinschten Proteine auf der
Membran durch den Einsatz eines primaren Antik@&pder das zu detektierende Protein
erkennt, und eines sekundaren Antikorpers, der perifische Epitope des priméren
Antikdrpers bindet, nachgewiesen werden. Im Allgeme ist der sekundére mit einem
biologisch aktiven Enzym gekoppelt, welches duréh Zligabe eines geeigneten Substrats
nachgewiesen werden kann. In der vorliegenden Anaeirden sekundaren Antikorper
eingesetzt, die mit einer Meerrettich-PeroxidasRIH gekoppelt waren. Nach Applikation
des Substrats SuperSighalWest Dura von Pierce kommt es dabei zu einer

Chemilumineszenz-Reaktion.

2.11.3.1“Semi Dry” Blotting

In der vorliegenden Arbeit wurde der Proteintransmeittels ,Semi Dry“ Blotting im
Trans-Blof SD Electrophoretic Transfer Cell der Firma BioRadchgefiihrt. Dazu wurde
zunachst eine PVDF-Membran (6,5 cm x 9 cm) von Rauiit 100 % Methanol benetzt und
in Transferpuffer 10 min aquilibriert. Zusatzlichurden die zwei Whatman-Blottingpapieren
(6,5 x 9 cm) und die fertigen SDS-Gele in Trangiiffigr aquilibiert. Der Zusammenbau der
Elektrophorese-Vorrichtung erfolgte nach folgendermzip. Die SDS-Gele wurden auf die
aquilibierte PVDF-Membranen gelegt und zwischen @erden halbtrockenen Whatman-
Blottingpapieren in die horizontale Blotting-Appama eingespannt. Bei einer konstanten
Stromstarke von 50 mA pro SDS-Gel wurden die Pnetennerhalb von 90 min aus der

Gelmatrix auf die Membran transferiert.
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Transferpuffer

Tris-HCI 25 mM
Glycin 190 mM
SDS 0,1 %
Methanol 20 %

Die L6sung wurde bei 4°C gelagert.
2.11.3.2Immundetektion

Nach dem Proteintransfer wurde die Membran in Blogguffer 2 h bei 20°C bzw. tber
Nacht bei 4°C auf einem Taumler inkubiert. Der dalwendete Puffer richtete sich nach
den Herstellerangaben des jeweils eingesetzten&pem Antikorpers. Die Membranen
wurden anschlieBend mit in 10 ml Blockingpuffer agém primaren AK in der
entsprechenden Verdinnung (Tabelle 7) fur 1 h 1©8C2inkubiert. Nach Inkubation im
Hybridizer HB-1000 Hybridizer der Firma UVP Labayat Products wurde die Membran
dreimal fir 8 min mit Waschpuffer gewaschen. Danacinde der in 10 ml Blockingpuffer
geldste sekundare Antikorper in der entsprechedigdinnung (Tabell&) zugegeben und
die Membran wiederum fir 1 h bei 20°C inkubierteDdbschlieRenden drei 8-minltigen
Waschschritte in Waschpuffer dienten zur Entfernwvan ungebundenen AK. Die
Entwicklung der Membran erfolgte durch die Applikat des Chemilumineszenz-Substrats
von Pierce nach den Herstellerangaben. Die entstentdumineszenz wurde im ChemiDoc
XRS System von BioRad detektiert. In Allgemeinenraeuhierzu eine Belichtungszeit von

5 bis 10 min ausgewahlt.

Waschpuffer

Tween 20 0,05 %

10 x TBS 10 %
10 x TBS

Tris-HCI 1M

NaCl 1M

Der pH-Wert des Puffers wurde mit HCI auf 7,5 estgét.
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Blockingpuffer |

Magermilch 5%
Blockingpuffer

BSA 3%

Beide Blocking-Puffer wurden in Waschpuffer gel6st.
2.11.4 Coomassie Farbung

Die Detektion von Proteinen in Polyacrylamidgelemurde mittels Coomassie-Farbung
durchgefuhrt. Hierbei wird der Triphenylmethan-Fdéf Coomassie Brilliant Blue
eingesetzt. Aufgrund des sauren Milieus bindet etiean basische und aromatische
Seitenketten von Proteinen und farbt so unspehifédle Proteine. Die Polyacrylamidmatrix
des Geles selbst wird dagegen schwacher angef@hyrch Proteine nach der Entfarbung
als blaue Banden im Gel sichtbar werden. Die Nadywenze des hier verwendeten
Protokolls liegt bei etwa 100 ng Protein (Schageerl, 1988). Es besteht aber auch die
Maoglichkeit, diese durch verschiedenen Modifikagarauf bis zu 1 ng Protein zu verbessern
(Wanget al, 2007b).

Die Trenngele der Polyacrylamidgele wurden nachlgér SDS-PAGE in Farbelésung 2 h
bei 20°C auf dem Taumler inkubiert. Alternativ ddann die Farbung durch 30 s Erhitzen in
der Mikrowelle beschleunigt werden. Nach dem etfoig Farbungschritt wurde die
Farbelbsung entfernt und das Gel in Entfarberlodiingnehrere Stunden bei 20°C auf dem
Taumler inkubiert. Wahrend dieser Zeit wurde di¢gf&berlosung mehrmals erneuert, bis die
Proteinbanden erkennbar waren und der HintergremdPdlyacrylamidmatrix klar erschien.

Die Dokumentation der Gele erfolgte mittels einasdelstiblichen Scanners von Canon.

Farbel6sung

Coomassie Brillant Blue R 0,1 %

Methanol 30 %

Essigsaure 10 %
Entfarberlésung

Methanol 30 %

Essigsaure 10 %
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2.12 Experimente zum ER-Import von RTA in Hefen
2.12.1 Radioaktive Markierung (,pulse labeling®)

Alternativ zur Western-Analyse wurde in der voreegen Arbeit dien vivo Expression von

RTA in Hefen mit Hilfe der ,pulse labeling“-Methodketektiert. Dieses deutlich sensitivere,
biochemische Verfahren beruht auf der Markierung Rleteine mit Radioisotopen und der
anschlieBenden Immunoprazipitation des gewlnschioteins mittels spezifischer
Antikorper. Die experimentelle Durchfihrung erf@gtdabei analog zu dem in der
Dissertation von Schnoder (2009) beschriebenenokuit Als Grél3enstandard diente
sowohl der ’C]-markierte protein molecular weight marker CFA75®r Firma GE

Healthcare als auch der protein molecular weightkeraNEC-811 von PerkinElmer. Die
abschlieRende Detektion des radioaktiven Protaifodgée mittels direkter Autoradiographie

oder Phosphorimaging.
2.12.2 Direkte Autoradiographie

Die direkte Autoradiographie erfolgte nach dem ar @dissertation von Schnéder (2009)

beschriebenen Protokoll.

2.12.3 Phosphorimaging

Eine weitere Moglichkeit zur Visualisierung der getrennten radioaktiv markierten Proteine
ist das Phosphorimaging. Hierzu wurden die SDS-@alsh der Elektrophorese 15 min mit
Fixierlosung behandelt und danach 30 min in Newsaabnslosung inkubiert, bevor die SDS-
Gele unter Vakuum 1 h bei 70°C im Geltrockner Uldgger 3543D von MBI auf einem

Filterpapier (11 x 14 cm) von Whatman getrocknetrden. Das getrocknete Gel wurde
nachfolgend in einer Exponierkassette Exposer @asgen GE Healthcare bei RT Uber den
Zeitraum von 24 h bis 120 h exponiert. Die Detekterfolgte mittels Phosphorimaging im
Typhoon Trio der Firma GE Healthcare. Zur Auswegtaier Gelbilder wurde das Programm

ImageQuant TL verwendet.

Fixierldsung
Essigsaure 10 %
Methanol 40 %
Glyzerin 2%
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Neutralisationslésung

Methanol 50 %
Glyzerin 2%

2.12.4 Deglykosylierung mit EndoH

Die fur die Deglykosylierung eingesetzte Ertid--acetylglucosaminidase H (EndoH) spaltet
spezifisch mannosereiche Glykosilreste von Proteavaschen der ersten und der zweiten N-
Acetylglukosamin-Einheit der Core-Glykosylierung gMy et al, 1989). Mit diesem
Verfahren kann indirekt der Import eines Proteinsdas Endoplasmatische Retikulum
untersucht werden, da Proteine erst nach erfoldgg®import die abspaltbare Core-Struktur
aufweisen. Dabei wird die Glykosylierung und sochér ER-Import durch einen Shift der
ProteinbandengrofRe im SDS-Gel nachgewiesen. Diehdypulse labeling” radioaktiv
markierten Proben wurden nach der Immunprazipitationd den darauffolgenden
Waschschritten (Punkt 2.12.1 in zwei gleichgro3gudts aufgeteilt und je ein Ansatz mit
bzw. ohne EndoH der Firma NEB nach Herstellerangalbehandelt. Nach einer
Inkubationszeit von 2 h bei 37°C wurden beide Arnsamit reduzierendem 2 x SDS-
Probenpuffer versetzt und zur SDS-PAGE eingesBt.Nachweis erfolgte entweder tber

direkte Autoradiographie oder Phosphorimaging.
2.12.5 Proteasom-Inhibition mit MG132

Zur Inhibition des Proteasoms wahrend der Pulseierankg wurde der Inhibitor MG-132
(Carbobenzoxy-L-leucyl-L-leucyl-L-leucinal) von @abchem eingesetzt. Diese hochpotente,
zellpermeable Substanz verringert die Degradatimm Wbiquitin-konjugierten Proteinen in
Sauger- und permeablen Hefezellen, wodurch einteiRekkkumulation stattfindet. Dadurch
kénnen auch schwach exprimierte und schnell degradiProteine besser nachgewiesen
werden.

Die Inhibition von Hefezellen konnte nur im Deletgstammierg6 (Tabelle 3) durchgefuhrt
werden, da dieser im Vergleich zu Wildtyp-Hefesténnpermeabel fir MG-132 ist. Hierzu
wurde MG-132 den entsprechenden Hefezellen 90 minder eigentlichen Pulsmarkierung
zugegeben. Der Inhibitor wurde in einer Endkonzgmn von 100 uM dem Medium
hinzugefiigt und der Ansatz bei 30°C und 220 rpm Dunkeln weiterkultiviert. Die
experimentelle Durchfihrung vor und nach der Irtbitzugabe verliefen analog zu Punkt
2.12.1.
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2.13 Invitro Synthese von Proteinen

Die in vitro Transkription der Plasmide pGEM-RFA’® pGEM-K28prepresRTA®""° und
PGEM-PLssRTAY'P (Tabelle 6) sowie die anschlieBendevitro Translation erfolgte
anhand des Protokolls von Schndder (2009). Naadigter Translation wurden die Proben
mittels SDS-PAGE aufgetrennt, im Phosphorimagerhbgm Trio analysiert und mit Hilfe
der ImageQuant TL Software ausgewertet.

2.14 Toxizitdtsbestimmungen bei Hefen

In der vorliegenden Arbeit wurden verschiedene Meadmethoden angewendet, um das
Wachstum vom Hefen bzw. Hefemutanten nach intralZedr Expression bzw.

extrazellularer Applikation von verschiedenen RTArMnten zu analysieren. Die erste
Methoden wurden dabei nur mit intakten Hefezellanchgefihrt, wahrend in den weiteren
Verfahren sogenannte Spharoplasten (Punkt 2.1Zefljyandfreie Hefezellen, sowie intakte

Zellen eingesetzt wurden.
2.14.1 Wachstumstest

Die Quantifizierung derin vivo Toxizitat von intrazellular exprimierten RTA-Varigm
wurde mittels des nachfolgend beschriebenen Watlssésts durchgefihrt. Durch diese
Methode konnen Proteine identifiziert werden, dia &Virkmechanismus eines Toxins
beteiligt sind. Hierzu wurden die jeweiligen tramshierten Hefen bzw. Hefemutanten Uber
Nacht in 5 ml d/o-Raffinose Medium bei 30°C angemggdie Zellzahl mittels Neubauer-
Zahlkammer bestimmt und auf 1 x’1Bellen pro ml eingestellt. Nach einem 3-miniitigen
Zentrifugationschritt bei 9.000 rpm wurde der Ubemsl verworfen, das Pellet in {0
d/o-Raffinose Medium resuspendiert und eine seriérdiinnungsreihe (30") hergestellt.
AnschlieRend wurden @ der jeweiligen Verdinnungen sowohl auf einer Gka:-Platte
(reprimierende Bedingungen) als auch auf einer Kiade-Platte (induzierende Bedingungen)
aufgetropft. Die Inkubation erfolgte 5 d bei 30°Als Negativkontrolle wurden Hefezellen,
die den entsprechenden Leervektor enthielten, fiitge

2.14.2 Spharoplastierung von Hefezellen

Die Spharoplastierung von Hefezellen stellt eingidde zur Gewinnung von zellwandlosen
Hefezellen mittels Zymolyase dar. Dieses aus deitukiberstand vorArthrobacter luteus

isolierte Enzym besitzt eine starke lytische Aktivigegeniber der Hefezellwand, wobei es
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spezifisch die Hydrolyse vof-1,3-glykosidischen Bindungen linearer Glukose-Radye
katalysiert. Die Durchfihrung findet dabei in osiech stabilisiertem Medium statt, um die
Integritat der Sphéaroplasten zu gewahrleisten. Bpharoplastierung verlief nach einem
modifizierten Protokoll von Zhu (1989) (Zhu und Bayg, 1989).

Zur Praparation der Spharoplasten wurden Hefezetheantsprechenden Flissigmedium bis
zur spaten exponentiellen Phase (4-6 % Bellen/ml) kultiviert, die Zellzahl mittels
Neubauer Zahlkammer bestimmt und 1 X Z6llen fiir 10 min bei 8.000 rpm abzentrifugiert.
Das Pellet wurde danach zweimal mit sterile@OHdest. gewaschen und in 100 ml
Spharoplastierungspuffer aufgenommen (1 ¥Z&len/ml). Der Ansatz wurde anschlieRend
mit 200 ul DTT und 20mg Zymolyase 20T der Firmaik8gaku Corporation
komplementiert und 75-120 min bei 30°C und 110 rprkubiert. Nach der Inkubation
wurden die Zellen fir 10 min bei 4°C und 2.000 rpeiletiert und zweimal in sterilem
Inkubationspuffer (Punkt 2.10.2) im Fall von PuBki4.3 und Punkt2.14.4 bzw.
stabilisiertem Leu-d/o-Raffinose Medium im Fall vé&tunkt 2.14.5 gewaschen, bevor die
Zellen darin resuspendiert wurden. Die Uberprifdag Spharoplastierungseffizienz erfolgte
durch das Ausplattieren von in,® dest. suspendieren und im Anschluss 30 s gevertex

Spharoplasten auf entsprechenden Agarplatten (Y2®- Leu-d/o-Glukose-Platten).

stabilisiertes d/o-Medium

Das Medium setzt sich aus den Komponenten, die unkt 2.4.2 beschrieben sind,

zusammen. Zusatzlich wurde der Losung 0,8 M Sdrbhitzugefiugt.

2.14.3 Respirationstest

Diese von Johret al. (2003) beschriebeni@ vivo Methode zur indirekten Bestimmung der

Toxizitat von Substanzen und Toxinen auf Mikrooigaren bzw. Saugerzellen beruht auf
der Messung der gelésten Sauerstoffkonzentratisrivilgliums und deren Veranderung Uber
die Zeit. Die Sauerstoffkonzentration lasst dirBkickschlisse auf den Sauerstoffverbrauch
der Zellen und damit auf ihre Vitalitat zu. Um diekonzentrationsanderungen zu messen,
wurden 96 Well-Mikrotiterplatten der Firma PreSengrwendet. Diese sogenannten
Oxoplates enthalten jeweils zwei immobilisierte dflyphore; das Sauerstoff-sensitive
(540 nm/650 nm) dient dabei als Indikator fur dexlogten Sauerstoff, wohingegen das
Sauerstoff-unabhangige (540 nm/590 nm) als int&taedard fungiert. Durch diese Referenz
konnen Fluktuationen in der Lichtintensitat oderndbéorsensitivitat eliminiert werden. Die
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im Fluoreszenzreader von Fluoroskan Ascent Labsystgemessene Fluoreszenzintensitat
verhalt sich dabei proportional zur geloésten Sda#rsenge des Mediums.
Wildtyp-Hefezellen und Hefemutanten wurden in YP[2dWum bis zur spaten exponentiellen
Phase angezogen und mit Hilfe des beschriebendnkBlis sphéaroplastiert (Punkt 2.14.2).
Danach wurden 1,5 x 10n 100 pl Inkubationspuffer geléste Sphéaroplastedie 96 Well-
Mikrotiterplatten ausgesat und unterschiedliche z@mrationen der einzelnen RTA-
Varianten zugegeben (200 pl Endvolumen pro Wellls&zlich wurde bei jeder Messung
eine Zwei-Punkt Kalibrierung durchgefuhrt. Als Rmiontrolle (kogWert) wurde mit
Sauerstoff gesattigtes ;.8 dest. und als Negativkontrolle ofWert) mit 0,1 % NgS0;
versetztes kD dest. verwendet. Die Sauerstoffkonzentrationetiezelnen Proben wurde alle
20 min Uber einen Zeitverlauf von 16 h ermittelie® erfolgte bei 30°C und 120 rpm mit
einem Schitteldurchmesser von 1 mm. Fir jede Prwbeden drei parallele Ansatze
gemessen, von denen dann ein Mittelwert gebildetie:u

Die Berechnung des Sauerstoffpartialdrucks wurde dan nachfolgenden zwei Formeln

durchgefuhrt und der Zeitverlauf graphisch dardkste

ko_
lind IR
Ir = @ pO2 = 10()7k0 @
| vef ( —1j
K100

2.14.4 Toxizitatstest mittels Propidiumiodid

Der Farbstoff Propidiumiodid (PI) wirkt wie Ethidnbromid als Nukleinsédureinterkalator,
der sich zwischen die Basen von DNA bzw. RNA eialag Dadurch kommt es zur
Verschiebung des Absorptionsmaximums von 488 nm ®535nm und des

Emissionsmaximums von 590 nm zu 635 nm. Aufgrund Elgenschaft von PI nur durch
perforierte Membranen toter und nicht durch intakflembranen lebender Zellen zu
diffundieren, wird der Farbstoff haufig zur Detekti von nekrotischen Zellen bei der
Durchflusszytometrie eingesetzt. In der vorliegendebeit erfolgte der indirekte Nachweis
der RTA-Toxizitat auf Hefen Uber die Messung defFRiIoresenzintensitat mit Hilfe des
Fluoreszenzreaders PARADIGM von Beckman Coulter.

Hefenzellen bzw. Hefemutanten wurden bis zur spéxg@onentiellen Phase in YPD-Medium
angezogen und anschlieRend spharoplastiert (Pubkt2. 1.5 x 10Spharoplasten wurden
in schwarzen 96 Well-Mikrotiterplatten von Nunc 22 h bei 30°C und 115 rpm mit den
entsprechenden RTA-Varianten kultiviert, danach & pl einer sterilfiltrierten 1 pg/ml
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PIl-Stammlésung 3 min im Dunkeln bei RT inkubierdusbschlieend die Fluoreszenz im
Fluoreszenzreader bei einer Absorptionswellenlangon 535 +/-25nm  und
Emmissionswellenlange von 635 +/- 25 nm gemessetts Rositivkontrolle wurden
hitzebehandelte Hefezellen (20 min bei 95°C) eiages Dabei wurden fur jede Probe funf
parallele Ansdtze gemessen, aus denen ein Mittelyednildet wurde. Die Berechnung der

relativen Fluoreszenz erfolgte mit der folgendemfed.

(Emisssionrose — Emissiorketeren)

— — x100
EmIiSSIORositivkortrolle — EmISSIOrReferenz)

Fluoreszen= (

2.14.5 Mikrotiterplatten-GFP-Fluoreszenz-System

Eine alternative Methode zur Untersuchung iderivo Toxizitat der unterschiedlichen RTA-
Varianten in Hefezellen stellt das Mikrotiterplatt&FP-Fluoreszenz-System dar. Um den
Einfluss von extrazellular applizierten RTA-Variantauf das Zellwachstum und -Uberleben
von Wildtyp-Hefen und deren Deletionsmutanten zstete, wurde indirekt dien vivo
Translation des Reporterproteins GFP  (,green flocgat protein®)  mittels
Fluoreszenzmessung bestimmt. Dazu wurde die zurawtieenden Hefen mit dem
Reporterkonstrukt pRS315-Kg8GFP (Tabelle 6) transformiert. Nach zeitgleicheatuktion
der GFP-Expression und Applikation der RTA-Variantevurde die Anderung der
Fluoreszenz im Verlauf der Zeit bestimmt. Dabeirkalile Hemmung der GFP-Translation
indirekt anhand der Fluoreszenzintensitatsandedatektiert werden. Die Messung erfolgte
im Fluoreszenzreader Fluoroskan Ascent der Firmarnib Labsystems mit dem Filterpaar
485 nm/535 nm.

Zur Versuchsdurchfihrung wurden 25 ml Leu-d/o-Raffe-Medium 2 %-ig mit einer
frischen Ubernachtkultur der entsprechenden tramséoten Hefe beimpft und bei 30°C und
220 rpm Uber Nacht kultiviert. Dann wurde die Zalizbestimmt, 5 x T0Zellen 10 min bei
8.000 rpm geerntet und die Zellen anschlieRend imene@ 50 ml Ansatz sphéaroplastiert
(Punkt 2.14.2). Die Zellen wurden nach der Sphasimrung zweimal 10 min bei 2.000 rpm
in stabilisiertem Leu-d/o-Medium gewaschen, der idtamd verworfen und das Pellet in
stabilisiertem Leu-d/o-Medium suspendiert, so dgies Zellzahl von 1 x f0Spharoplasten
pro ml erreicht wurde. Im Fall von K28 und K1 wunddie Zellen nach der Sphéaroplastierung
mit stabilisiertem Leu-d/o-Medium (pH = 4,7) gewasto und aufgenommen. Die Einstellung
des pH-Wert erfolgte mittels Mclllvaine-Puffer (Belmann, 2011). Zur Fluoreszenzmessung

wurde in jedes Well einer 96 Well-Mikrotiterplattewon Nunc 20Qul Zellsuspension
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gegeben. Zusatzlich wurde in jedes Well 30 ul stabite 30 %-ige Galaktose-Stammlosung
und die verschiedenen Konzentrationen der stadnitesi Toxinvarianten hinzugegeben, so
dass ein Endvolumen von 300 pl entstand. Die Megslen Proben verlief Gber 20 h bei
30°C und 120 rpm mit einem Schutteldurchmesserlvomm.

2.15 Toxizitadtsbestimmung bei Sdugerzellen

In der vorliegenden Arbeit erfolgte die Detektioar doxischen Wirkung der hergestellten

Toxinvarianten auf Saugerzellen mit Hilfe der intinfmlgenden aufgefiihrten Methoden.

2.15.1 Trypanblau-Vitalitatstest

Bei dem Verfahren wird der Farbstoff Trypanblauwendet, bei dem es sich um einen
Diazofarbstoff handelt. Dieser zur Vitalitatsbestiomg eingesetzte Stoff ist nicht in der Lage
in lebende Zellen einzudringen, wahrend abgetifetden die Substanz aufnehmen und
angefarbt werden. Die Auswertung der Proben musg$grund der starken Toxizitdt von
Trypanblau unmittelbar danach erfolgen.

Fur den Vitalitatstest wurden 1 x°1Bellen pro Well in 24 Well Mikrotiterplatten aussj
und in DMEM-Medium, welches mit 10 % FKS und 1 %nRdlin/Streptomycin
komplementiert wurde, fir 18 h bei 37°C und 5 %,0G® einem Endvolumen von 500 pl
kultiviert. Nach Zugabe der zu testenden Toxin- #aohtrollkonzentrate wurden die Zellen
zusatzlich fur 24 h bzw. 48 h unter den zuvor emt@h Bedingungen inkubiert. Zur
fotographischen Dokumentation der Proben wurde e ehtsprechenden Zeitpunkten das
Medium entfernt, die Zellen fir 5min in 0,4 % Teylau der Firma Sigma-Aldrich
angefarbt und anschlieRend mit 1 x PBS gewaschamadh wurden die Zellen im
Phasenkontrastmikroskop unter Standardbedingungelyseert. Zur quantitativen
Bestimmung des Verhaltnisses von lebenden und @éien wurden die Proben nach 24 h
bzw. 48 h geerntet. Dazu wurden die MedienlUberstamad die abtrypsinierten Zellen
gepoolt, 3 min bei 2.000 rpm zentrifugiert, dasl&®ahit 1 x PBS gewaschen, in 100 pl PBS
resuspendiert und 100 ul 0,4 % Trypanblau zugegdbenAuszahlung erfolgte nach 3 min
im automatisierten Zellzahler Countl&sAutomated Cell Counter von Invitrogen unter
Verwendung der dazugehérigen Kammer-Objekttragaun@ess Cell Counting Chamber
Slide. Dabei wurden fur jede Probe zwei paralleles®ze gemessen, aus denen ein

Mittelwert gebildet wurde.
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2.15.2 XTT basierter Vitalitdtstest

Die Bestimmung der Zellvitalitat von Saugerzellerfiolgte mit Hilfe des kommerziell
erhaltlichenin vitro Toxicology Assay Kit, XTT based von Sigma-Aldridbabei beruht das
Prinzip dieser etablierten Methode auf der Bestimgnder mitochondrialen Dehydrogenase-
Aktivitat in vitalen Zellen. Die Schlisselkomponentstellt das wasserlésliche
Tetrazoliumsalz XTT (2,3-bis[2-Methoxy-4-nitro-5Hgphenyl]-2H-tetrazolium-5-carboxy-
anilide inner salt) dar, welches in Anwesenheit a&tiven mitochondrialen Dehydrogenasen
durch die Reduzierung des Tetrazolium-Rings zu meiveasserloslichen, orangefarbenen
Formazan-Derivat umgewandelt wird. Die Absorptiaes dDerivats kann anschlieRend bei
450 nm spektralphotometrisch gemessen werden. \En&nderung der Zellvitalitat bedingt
durch eine toxische Wirkung der Probe kann somitaad der Menge des gebildeten
Formazans bestimmt werden.

Zur Vitalitaitsmessung wurden 1 x*1Pellen pro Well in 24 Well Mikrotiterplatten auss
und in DMEM Medium, das 10 % FKS und 1 % Penicilimeptomycin enthalt, fir 18 h bei
37°C und 5% C@in einem Endvolumen von 500 pl kultiviert. Ansefdend wurden das
Medium abgenommen, 400 pl des neuen Mediums undull@®r zu testenden Proben
zugegeben und die Zellen fur weitere 24 h bzw. 48 Inkubator inkubiert. Danach wurden
die Ansatze zweimal mit 1 x PBS gewaschen, vor red@&aschschritt bei 1.600 rpm
abzentrifugiert und schliel3lich neues Phenolrott EKS-freies DMEM-Medium in die Wells
gegeben. Die Behandlung mit XTT verlief analog &n cHerstellerangaben. Nach 3-4 h
Inkubationszeit wurde die Uberstande der Proben mitPBS 1/10 verdunnt und die
Absorption mit einem Spektralphotometer Ultrosp20@pro von Amershan Biosciences bei
einer Wellenlange von 450 nm bestimmt. Jede Pralrelevparallel dreifach gemessen. Die

relative Vitalitat wurde anhand folgender Formekehnet.

(Absorptionerone — Absorptioruedium)

, : x100
(Absorptiomegatvkonrole — ADSOTPtiOMedium)

Vitalitat =

2.15.3 WST-1-basierter Vitaliltatstest

Beim WST-1-basiertem Vitalitatstest wird wie beimTXbasiertem Vitalitatstest ein
wasserlosliches Tetrazoliumsalz (4-[3-(4-lodophgRy(4-nitrophenyl)-2H5-tetrazolio]-1,3-
Benzol-Disulfonat) verwendet, das ebenfalls eirdirekte Messung der Zellvitalitdt anhand

der mitochondrialen Dehydrogensae-Aktivitat erméigli Dabei bewirken vitale Zellen durch

74



Material & Methoden

die aktiven mitochondrialen Dehydrogenasen eine yraansche Umsetzung des
Tetrazoliumsalzes WST-1 in ein dunkelrotes Formakéih Hilfe eines Spektralphotometers
kann diese Farbveranderung photometrisch bestimohtusgewertet werden (Francoeur und
Assalian, 1996).

Die Bestimmung der Zellvitalitat mittels WST-1 werth der vorliegenden Arbeit nur bei den
Sec6b. Knockdown-Experimenten durchgefuhrt. Hierzu wurdeiie Zellen wie in
Punkt 2.16 beschrieben, mit siRNA in 12 Well-Miktetplatten transfiziert und danach 24 h
mit den entsprechenden Toxinvarianten behandekclrel3end wurde das Medium entfernt,
die Zellen mit 1 x PBS gewaschen und 500 pl Mediweliches mit 10 % WST-1 Reagenz
der Firma Roche komplementiert wurde, in die eimeelWells gegeben. Die Inkubation der
Ansatze erfolgte bei 37°C und 5 % ¢£@ber den Zeitraum von 60 min. Die Absorption der
Ansatze wurde im Microplate Reader Infinite M20G &&ma Tecan (Mannedorf, Schweiz)
bei einer Wellenlange von 450 nm und 690 nm gemes&arallel dazu wurde eine
Mediumkontrolle mitgeftihrt und eine dreifach Bestiong der Proben durchgefuhrt. Die

relative Vitalitat wurde mit der folgenden Formelezhnet.

(Absorptionerbe — Absorptioredium)

Vitalitat = , ,
(Absorptionegaivkonrole — AbSOrptiOMedium)

x100

2.16 Sec6d,- Silencing Experimente

Das Prinzip der RNA-Interferenz beruht auf einestpanskriptionalen Degradation der
zellularen mRNA spezifischer Gene. Diese wird dutalze RNAs mit einer Nukleotidlange
von 19-25 bp, den sogenannten ,short interferingABRNSiRNAS) vermittelt (Hamilton und
Baulcombe, 1999). Die synthetisch hergestelltenN&i&® werden dazu in die Zellen
transfiziert, wo sie durch den RISC-Komplex erkammtrden (Elbashiret al, 2001;
Filipowicz, 2005). Dieser trennt dabei die beidddARStrange der siRNA und ermdglicht die
Erkennung der komplementéaren Ziel-mRNA durch detisense-Strang der siRNA. Bei der
Verwendung von groReren dsRNA-Molekilen werden eiesor der Bildung des
RISC-Komplexes durch das DICER-Enzym aufgrund eirRNAselll-Aktivitat in
ca. 20 Basen lange Fragmente (siRNA) gespaltenAristhluss folgt in beiden Fallen die
vollstandige Degradation der mRNA durch Endonuldesizezifische Spaltung der mRNA
innerhalb der siRNA-Zielsequenz (Tolia und Joshoa-2007). Damit unspezifische Effekte
durch die Transfektion auszuschlieen sind, wird ¥krgleich eine Kontroll-sSiRNA

(ctrl-siRNA) der Firma Qiagen, die keine Homologiem humanen Sequenzen aufweist, in
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gleicher Konzentration mitgefuhrt. In der vorliegem Arbeit wurde ein etabliertes Protokoll
der Arbeitsgruppe von Prof. Zimmermann (Univergité$ Saarlandes, Homburg) verwendet.
HelLa-S3 Zellen wurden einen Tag vor der eigenthicheansfektion passagiert, damit sie sich
am Folgetag in der exponentiellen Wachstumsphataden. Die Zellen wurden vor der
siRNA-Transfektion geerntet (Punkt 2.4.3), die Zafil bestimmt und 1,2 x 1@ellen in
Polylysin-beschichtete 12 Well-Mikrotiterplatten ih,1 ml DMEM+Gluta-Max Medium
ausgesat. Die Polylysin-Beschichtung der Wells Igiéozuvor durch die Behandlung mit
300 pl einer 0,1 mg/ml Polylysin-Lésung fur 30-6hnbei RT und zwei anschlieRenden
Waschschritten mit 1 x PBS. Im Anschlul? wurde dems$fektionsansatz in einem Volumen
von 106 pl angesetzt, anschlieRend gevortext unaifiei RT inkubiert. Die eingesetzten
siRNAs sind in der Tabellg beschrieben. Nach Zugabe der Transfektionsanwétzen die
Zellen 24 h bei 37°C und 5 % GQultiviert, dann das Medium entfernt und die Zellen
nochmals mit der gleichen Menge an siRNA nachtraiest und weitere 72 h im Brutschrank
inkubiert. AnschlieBend wurde erneut das Mediumfeent, die Zellen mit 1 x PBS
gewaschen, 400 ul neues Medium hinzugegeben und 160tul der entsprechenden
Toxinkonzentrate und Negativkontrollen komplementi&or dem Experiment wurde mit
Hilfe des XTT-basierten Toxizitatstests die Toximge bestimmt, bei der eine Abnahme der
HeLa-Zellvitalitdt von ca. 50 % nach 24 h zu bedibac war und die entsprechende
Toxinmenge in 100 pl aufgenommen. Nach weitereh 2durden die Zellvitalitat bestimmt
(Punkt 2.15.3). Zur Bestimmung der Silencing-E#izz wurden die Zellen danach geerntet
und gleiche Ansatze mit den entsprechenden zusangmelten Medientberstanden gepoolt.
Die Zellzahl der Ansétze wurde mit Hilfe des Zelilgis CountlesSAutomated Cell Counter
von Invitrogen bestimmt und die Zellen anschlie3&mdLO min bei 3.000 rpm pelletiert. Um
einen Verbesserung des Sec®lachweises zu erzielen, wurden die Zellen eingjitbmin-
Behandlung unterzogen. Dazu wurden die Zellen imL®BS pH = 7,4 aufgenommen und
mit 5 ul einer 40 mg/ml Digitonin-Stammlésung (gelon DMSO) komplementiert. Nach
5min auf Eis wurden die Zellen erneut bei 3.00@ rpbzentrifugiert, die Pellets in
4/5 Volumen Lysepuffer und 1/5Volumen 5 x LammiePenpuffer aufgenommen,
resuspendiert und 15 min bei 57°C inkubiert. Dischifieiende Fragmentierung der DNA
erfolgte fur 10 min durch Vortexen bei mittlereufst Die Menge an zugegebenen Lyse- und
Probenpuffer wurde so gewahlt, dass eine defingetizahl von 1 x 1Zellen pro pl Ansatz
entstand. Zur Verifizierung der Silencing-Effiziemaurden die Proben dann in einer SDS-
PAGE nach Lammli (1970) aufgetrennt und mittels WesAnaylse (,Nass-Blot*-Methode)
untersucht. Die Durchfihrung der SDS-PAGE sowieWestern Analyse erfolgte analog zu
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den in der Dissertation von Cappel (2011) besckneh Protokollen. Als primarer
Antikdrper kam ein Anti-Sec6il Peptid-Antikorper in der Verdinnung von 1:200 zum
Einsatz. Dieser richtet sich gegen die letzten z#ilinosauren de€-Terminus von Sec®l
Bei dem sekundaren Antikorper handelt es sich unereiHRP-gekoppelten Anti-Rabbit
Antikorper, der in einer Verdinnung von 1:1000 esetzt wurde (Tabellg).

Transfektionsansatz
HiPerFect 6 ul
Control bzw. Sec6k-UTR siRNA (20 nM) 1,2 pl
Opti-MEM® 98,8 pl
Lysepuffer
Tris-HCI 100 mM
NaCl 100 mM
MgCl, 30 mM
NP40 5%
PLAC (100 mM) 1%
PMSF (100 mM) 0,1 %

PLAC-Stammlésung

Pepstatin 25 mg
Leupeptin 25 mg
Antipain 25 mg

Chymostatin 25 mg

Jeder Proteaseinhibitor wurde in 2,08 ml DMSO deli®l alle Losungen vereint, so dass

eine Endkonzentration von 3,004 mg/ml entstand.

2.17 Statistische Auswertung

Zur Bestimmung der Signifikanz von Messwerten wuidkr t-Test angewendet. Eine
statistische Signifikanz liegt vor, wenn der ermestie p-Wert kleiner oder gleich 0,05 ist.
Innerhalb der Arbeit wird g 0,05 mit *, p< 0,01 mit ** und p< 0,001 mit *** abgekurzt.
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2.18 Durchflusszytometrie (FACS)
2.18.1 Quantitative Bestimmung der Transfektionseffizienz

Zur quantitativen Bestimmung der Transfektionseédfiz wurde in der vorliegenden Arbeit
die Durchflusszytometrie eingesetzt. Dazu wurdex 12°Zellen mit dem Plasmid
PACGGSM2-IRES-GFP (Tabelle 6) analog zum Protokak Punkt 2.8.3 transfiziert. Nach
24 h wurden die Zellen geerntet (Punkt2.4.3), B0 @l FACS-Flow-Losung von BD
aufgenommen und die Anzahl der GFP-positiven ZeténHilfe des FACSCalibur von BD
(vgl. Manual BD FACSCalibur Instructions For Usegsbmmt. Die Datenauswertung
erfolgte mit Hilfe der CellQueSY pro Software von BD.

2.19 Indirekte Immunfluoreszenz

Der Lokalisationsnachweis von intrazellular expernén Proteinen in Saugerzellen erfolgte
mittels indirekter Immunfluoreszenz-Mikroskopie. ich wie bei der Inmunodetektion der
Western-Analyse werden auch hier die gewlnschtasteife durch enzymspezifische
Antikorperen in fixierten und permeabilisierten [Bel nachgewiesen. Dabei unterscheiden
sich die verwendeten sekundaren Antikorper daragsdsie nicht mit einem biologisch
aktiven Enzym, sondern mit fluoreszierenden Faffesidkonjugiert sind. Der im Rahmen der
Arbeit eingesetzte sekundare FITC-gekoppelte Anpigd ist in Tabelle7 beschrieben. Bei
einer Bestrahlung mit der Anregungswellenlange vgn=490 nm fluoreszieren der
Farbstoffe FITC grin-gelblichgé = 525 nm).

Hierzu wurden 1 x 10Zellen auf runden Deckglasern (Durchmesser 10 wwn) Thermo
Scientific in 48 Well-Mikrotiterplatten ausgeséa# B bei 37°C und 5 % Ckultiviert und
anschlieBend mit den entsprechenden Konstruktebe(lta6) nach dem in Punkt 2.8.3
beschriebenen Protokoll transfiziert. Nach 2- Biss#lindiger Transfektion wurden die Zellen
in 100 % eiskaltem Methanol 30 min fixiert und peabilisiert, danach dreimal 10 min mit
1 x PBS gewaschen, bevor die einstindige Inkubatien Deckglaser mit 40 pl des
1:10 verdinnten primaren Antikorpers bei RT durcilge wurde. Danach wurden die Zellen
erneut dreimal 10 min mit 1 x PBS gewaschen, mih dekundaren Antikérper (1:100) 1 h
bei RT im Dunkeln inkubiert und nach weiteren vi&aschschritten mit dem
gebrauchsfertigen DAPI-haltigem Mounting-Medium VERASHIELD® von Vector
Laboratories behandelt. Die Proben wurden mit dem Hunkt 2.20.2 erwahnten
Fluoreszenzmikroskop und Programm analysiert ursdidegtet. Die Aufnahmen wurden bei

einer 20-fachen VergréRerung mit dem Objektiv Agon 20x/0,75 von Nicon durchgefihrt.
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2.20 Mikroskopie-Methoden
2.20.1 Phasenkontrast-Mikroskopie

Fur die morphologische Untersuchung von Saugerzeich Toxinbehandlung wurde die
Phasenkontrast-Mikroskopie eingesetzt. Dieses voernike (1955) entwickelte
mikroskopische Verfahren dient der Darstellung komtrastarmen, ungeféarbten Objekten,
wie z. B. Zellkernen sowie lebenden Zellen untar Algsnutzung der Phasenunterschiede der
einzelnen Lichtwellen, die beim Durchtritt durcim @iptisch dichteres Medium entstehen.
Hierzu wurden 1 x 10Zellen pro Well in 24 Well-Mikrotiterplatten fiirgth bei 37°C und
5% CQ kultiviert. Danach erfolgte die Inkubation der [Bel mit den entsprechenden
Toxinkonstrukten Uber einen Zeitraum von 2 h bish48Abschlielend wurden die
Zellmorphologie im Phasenkontrastmikroskop Olympis 70 von Olympus unter
Standardeinstellung mit unterschiedlichen Vergrafigr(10 x: Olympus UPLAN FL Ph 1;
20 x: Olympus LC PLAN FL 0,4 Ph 1; 40 x: Olympus BCAN FL 0,6 Ph2) untersucht. Zur
Untersuchungen von Trypanblau-behandelten Zellemdevudie Zellen nach dem in
Punkt 2.15.1 beschriebenen Protokoll gefarbt urstldre3end im Phasenkontrast-Mikroskop

analysiert.
2.20.2 Fluoreszenzmikrokopie

Diese spezielle Form der Lichtmikroskopie wurdeder vorliegenden Arbeit zum Nachweis
von GFP-getaggten Konstrukten eingesetzt. Das iBriveruht dabei auf dem physikalischen
Effekt der Fluoreszenz. Die Fluoreszenz entstehtdee Anregung von fluoreszierenden
Stoffen, sogenannten Fluorophoren, durch Lichtrespezifischen Wellenlange, wobei diese
einige Nanosekunden spater Licht einer anderenémMélhige emittieren. Dieses Phanomen
kann durch Energietbergénge in den Fluorophorel@rénwerden. Dabei werden nach der
Anregung eines Fluorophors Elektronen aus dem Gustdnd auf ein hoheres
Energieniveau gehoben. Beim Zuriickfallen auf daan@niveau wird die frei werdende
Energie in Form von Emissionslicht ausgesendet. Bragtierte Licht ist dabei immer
langwelliger und energiearmer als das anregendbt I(i8tokes-Verschiebung). Durch die
Verwendung spezifischer Filter kann das Anregunigst Emissionslicht optisch voneinander
getrennt werden.

In der vorliegenden Arbeit wurde das Fluoreszenkrtdikop BZ-8000K der Firma Keyence
verwendet. Der Fluoreszenznachweis in Bakterieezelkerfolgte bei einer 100-fachen
Vergrol3erung mit dem Objektiv Plan Apo VC 100X/1.@0l von Nikon, wahrend bei
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Saugerzellen das Objektiv Plan Apo 20x/0,75 vonoNikei einer 20-fachen Vergrol3erung
eingesetzt wurde. Die Filtersets OP-66835 (GFP) @Rd66834 (DAPI) der Firma Keyence
wurden unter Standardeinstellungen verwendet. Distandenen Fotos wurden mit dem

Programm BZ Analyzer von Keyence ausgewertet.

2.20.3 Konfokale Laserscanning-Mikroskopie (CLSM)

Bei der konfokalen Laserscanning-Mikroskopie getangaufgrund einer zusatzlichen
Lochblende nur Fluoreszenzsignale aus der Fokuselom angeregten Probe in den
Detektor, bei dem es sich um eine PhotomultipliehEit handelt. Diese Modifikation hat
den entscheidenden Vorteil, dass Hintergrundsigmale héher und niedriger liegenden
Schichten ausgeblendet werden. Der Laserstraldrtaddbei in der vorliegenden x-y-Ebene
Punkt fir Punkt ab und rekonstruiert aus den DaiemEinzelpunkte das endgiltige Bild.
Durch das Scannen ubereinander liegender Schicktemen auch dreidimensionale
Bildstapel (,z-stacks®) erzeugt werden. Dadurch rkan im Vergleich zur klassischen
Fluoreszenzmikroskopie - sowohl die raumliche Asiitg verbessert als auch Verlust von
Fluoreszenz durch Ausbleichen der Probe verhinderden. In der vorliegenden Arbeit
wurden alle Aufnahmen zur Kolokalisation der veredenen eGFP-RTA-Varianten in
Saugerzellen mit dem konfokalen Laserscanningmiiaed SM 510 META der Firma Carl
Zeiss GmbH (Jena) mit einem 100 x Objektiv von Ze{®I|, numerische Apertur 1,3)
angefertigt. Die eingesetzten Filtersets sind inbelle 11 aufgelistet. Dazu wurden
2 x 10 Zellen auf speziell fiir die CLSM-Mikroskopie aukgten 24 Well-Mikrotiterplatten
(Imaging Plates FC, PAA) ausgesat und nach 18 h deih entsprechenden eGFP-
Toxinfusionen behandelt. Nach den entsprechendé@pubiten wurden die Zellen zweimal
mit 1 x PBS gewaschen und zeitnah im CLSM-Mikroskamalysiert. Zur Farbung der
Plasmamembran und Zellkerne wurden die Zellen zlis&t10 min bei RT mit einer 1:400
Rhodamin-gelabelten RCA/PBS-Lésung gefarbt, zweimat 1 x PBS gewaschen und
20 min mit 1 % Paraformaldehyd fixiert. Dann wurd#ia Zellen 5 min mit einer 0,2 pg/ml

DAPI-L6sung behandelt und nach zwei weiteren PBSaNschritten analysiert.

Tabelle 11: Ubersicht uber die verwendeten Filterds zur konfokalen Laserscanning-
Mikroskopie

Fluoreszenzprotein | Laserwellenlange (nm) Beam splitter Filter
eGFP 488 HFT:488; NFT:490 BP 500-53pD
mCherry 543 HFT:514; NFT:545 LP 560
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3. Ergebnisse

Das zur Klasse der RIPs gehérende Pflanzentoxim Riellt ein wichtiges Forschungsgebiet
in der Medizin dar. Sowohl das Fehlen eines eféekti Gegenmittels als auch die
vielversprechenden Anwendungsmoglichkeiten im Béreder Krebstherapie sind zwei
Hauptgrinde, den komplexen Aufnahme- und Transggtwon Ricin im Detail zu
erforschen. Auch die Entwicklung innovativer Tasttrd Modellsysteme ist unerlasslich, um
unbeantwortete Fragen beziglich des intrazellulafeansports von Ricin genauer zu
untersuchen. Die dabei gewonnenen Erkenntnisseekokimftig zur Entwicklung neuartiger
und effektiver Behandlungstherapien gegen Krebsrdmgn sowie eine potentiellen
Missbrauch als terroristische Waffe verhindern.

Das ubergeordnete Ziel der Punkte 3.1 bis 3.4 \abeiddie Analyse der Endozytose und des
intrazellularen Transports der katalytischen A-Ketbn Ricin (RTA) in Sdugerzellen. Bereits
frihere Untersuchungen konnten belegen, dass ail¢h ddine seine zellbindende RTB-
Untereinheit Saugerzellen intoxifizieren kann, wioder zugrunde liegende Mechanismus
bislang nicht aufgeklart wurde. Neben der Herstg/luund Reinigung verschiedener
biologisch aktiver RTA-Varianten aus. coli wurde deren Aufnahme und toxische Wirkung
in verschiedenen Saugerzelllinien analysiert, umueneErkenntnisse Uber deren
Intoxifikationsweg zu erhalten. Darlberhinaus wuardieioreszenzmarkierte Toxinvarianten
konstruiert, um deren Aufnahme und Transport inggé&ellen in Echtzeit zu verfolgen. Ein
weiterer Aspekt bestand zudem in der Untersuchueg idtrazellularen Expression
verschiedener RTA-Varianten in Saugerzellen. Imztéet Punkt wurde der Frage
nachgegangen, inwieweit das Sec61-Translokon amspoxt von RTA im Sauger beteiligt
ist.

Der Fokus der Punkte 3.5 bis 3.7 lag in der Etalolig innovativer hefebasierter Testsysteme
zur Untersuchung der Endozytose und des intrazednl Transports von RTA in Hefezellen.
Diese Systeme sollen die praktischen Limitierunigisheriger Untersuchungen von RTA im
Modellorganismus Hefe umgehen und neue Erkenntrgssdie Gemeinsamkeiten bzw.
Unterschiede bezlglich des Toxintransports in Saetflen liefern. Im letzten
Untersuchungspunkt wurde aufbauend auf den Unteusigen von Schndder (2009) der
Einfluss einer Pra-Pro-Signalsequenz des K28-Kdlens auf den effizienten ER-Import von

RTA nach intrazellularer Expression in Hefen aniakys
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3.1  Herstellung von unterschiedlich modifizierten RTA-Varianten

Unter natidrlichen Bedingungen ist die Bindung detJmgereinheit (RTB) an terminale
Kohlenhydrate von Glykolipiden bzw. -proteinen flie effektive Aufnahme von Ricin in die
Saugerzelle verantwortlich. Unterschiedliche Untelsingen haben dennoch gezeigt, dass
die katalytische A-Kette von Ricin auch ohne Bageihg der B-Kette von Saugerzellen
endozytiert und bis in das Zytosol transportiertrde® kann. Zum Beispiel fuhrt die
extrazellulare Zugabe hoher RTA-Dosen (50-80 pg/ml) signifikanten Inhibierung der
Proteinbiosynthese. Des Weiteren verursacht die ifikadon von RTA mit dem
saugerspezifischen ER-Retentionsignal KDEL eine teggsrte in vivo Toxizitat bei
unterschiedlichen Saugerzelllinien (Waktsal, 1992; Walet al, 1993; Zharet al, 2004;
Zhan et al, 1998). Es ist jedoch nicht genau bekannt, wie gheteigerte Toxizitat bei
Saugerzelllinien im Detail vermittelt wird.

In der vorliegenden Arbeit wurde daher der Fragehgagangen, ob das Anfiigen eines
hefespezifischen ER-Retentionssignals HDEL ebenfaine verstarkte Toxizitdt in
Saugerzellen hervorruft und inwieweit sich dieseiZitét von einer unmodifizierten bzw.
KDEL-tragenden Variante unterscheidet. Des Weiteselite die Toxizitat wildtypischer
RTA-Varianten mit mutierten Varianten, die durch nddestimmten Austausch von
Aminosauren eine reduzierte Aktivitat besitzengliehen werden. Die Grundvoraussetzung
fur die Untersuchung dieser Fragestellungen war Higestellung ausreichender Mengen
biologisch aktiver Toxinvarianten. Zu diesem Zwegkurden neun unterschiedliche

Toxinvarianten konstruiert (Abbildung 9).

BamHI Sall
837 bp
RTA/RTAE!7D/RT ARIS0H I His ]
BamHI Sall
849 bp
RTA/RTAE!7D/RT ARIS0H I His I HDEL ]
BamHI Sall
| 849 bp
[ RTA/RTAE!7D/RT ARI80H I His I KDEL ]

Abbildung 9: Konstrukte zur Expression unterschiedicher RTA-Varianten mit C-terminalem
ER-Retentionssignal.Die verwendeten Restriktionsschnittstellen der i¥w. 3’-Enden sowie die
Basenanzahl der Konstrukte sind dargestsiitwvohl das HisTag (His) als auch das hefespezifische
(HDEL) und saugerspezifische (KDEL) ER-Retentiogsal wurden durch PCR angefligt. Parallel
wurden identische Konstrukte fir RFA® und RTA™ " hergestellt.
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Die Konstrukte mit wildtypischer RTA-Sequenz wurdemt den entsprechenden Primern
(Tabelle 10) aus dem Ausgangsplasmid pRS316d4&&ZA (Tabelle 5) amplifiziert. Dabei
wurden die 5- und 3-Enden mit den entsprechen&astriktionsschnittstellen und die
3-Enden der Konstrukte zusatzlich mit einem &isg und den verschiedenen
Retentionssignalen versehen. Das angefiigte-Fig diente im spateren Verlauf der
effektiven Toxinreinigung. Parallel dazu wurdenritisch modifizierte RTA""Konstrukte
aus dem Ausgangsplasmid pJC2433gem-pre_RTA_detialifiziert (Tabelle 5). Um die
RTARM®Mvarianten zu erhalten, wurde bei den verschiedemeélitypischen RTA-
Konstrukten die Aminosdure Arginin an Position 18fittels SOE-PCR zu Histidin
umgewandelt (Tabellel0). Die daraus resultierenden RFA™Varianten besitzen im
Vergleich zu den wildtypischen Varianten eine 5€kfareduzierte Aktivitat, wahrend
RTAR®M eine um das 500-fache verringerte Aktivitat autéhllen et al, 2007; Dayet al,

1996). Die heterologe Expression der konstruiefiaxinvarianten erfolgte i&. coli.
3.1.1 Expression und Reinigung der modifizierten RTA-Varianten in E. coli

Zur Expression der rekombinanten RTA-KonstrukteEircoli wurde das pET-System von
Novagen eingesetzt. Der dabei verwendete Stamm @BIE3) exprimiert eine
Bakteriophagen-T7-RNA-Polymerase, die sich untar Klentrolle des IPTG-induzierbaren
lacUV5-Promotors befindet. Die T7-RNA-Polymerase bindetschlieRend an den
T7-Promotor des pET-Vektors und induziert die Tkaipsion der einklonierten Zielgene
(Studier und Moffatt, 1986). Mit diesem System kimmbereits eine Vielzahl rekombinanter
Proteine, darunter auch verschiedene RTA-Deriate|greich inE. coli hergestellt werden
(Chenet al, 2005; Li-Yaet al, 2004; Wanget al, 2005). Zunachst wurden die sequenzierten
Konstrukte durchBamHI/Sal-Restriktion in den Expressionsvektor pETZ4a@ingebracht
und in denE. coli Expressionsstamm BL21 (DE3) transformiert. Ansfbéind wurden die
Expressionsbedingungen hinsichtlich der Paramet@mpEratur (20°C, 28°C, 37°C),
Expressionszeit (2 h, 6 h, 24 h) und IPTG-Konzgiuina(0,5 mM und 1 mM) optimiert. Die
Kombination aus 1 mM IPTG und 28°C Uber einen Zern von 2 h bis 6 h ergab dabei die
optimalen Bedingungen fur die Toxinexpression (Dateicht gezeigt). Bei hdheren
Expressionszeiten (24 h) war hingegen keine Exymeswmehr nachweisbar. Des Weiteren
sollten Temperaturen von 20°C bis 28°C flur die Tiexpression verwendet werden, da es
dabei zu einer deutlich geringeren Bildung sogetanginclusion bodies” kommt. Dabei
handelt es sich um fehlerhaft oder unvollstanditpltgte Proteine, die im Zuge einer zu

starken Proteinexpression in den Zellen akkumuiietdach der Expression wurden die
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Zellen durch Ultraschall aufgeschlossen und dier&sgion durch Western-Analyse oder
Coomassie-Farbung verifiziert. Abbildung 10A zeigeispielhaft den Nachweis von
RTA4is °E-. Das Molekulargewicht der Variante lag bei cakBh (RTAyi°F: 31,5 kDa),
wahrend bei der Negativkontrolle keine Bande sihtlwar. Bei der Expression der
verschiedenen RTA’'™ (Abbildung 10B) bzw. R180H-Varianten (Daten niojgzeigt)
konnten auch deutliche Banden bei ca. 31 kDa imn@Z@sie-Gel nachgewiesen werden.
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Abbildung 10: Nachweis der Expression von RTA-Variaten in E. coli.
A) Western-Analyse des Zelllysats véh coli BL21(DE3)[pET-RTA;s°%"] unter reduzierenden
Bedingungen (28°C und 1 mM IPTG, 2 h Inkubationje etektion erfolgte durch Anti-RTA-
Antikérper und HRP-gekoppelte Anti-Sheep-Antikérfete Umrandung = RTA).
(1) ProteingrofRenstandard
(2) Negativkontrolle BL21 [pET24]
(3) BL21 [pET-RTAis PFH]
B) Coomassie-Féarbung verschiedeBecoli Lysate nach Zellaufschluss (rote Umrandung = RTA).
(1) Positivkontrolle (gereinigtes RTAH)
(2) ProteingréRenstandard
(3) BL21 [pET-RTA™ "5,
(4) BL21 [pET- RTAF”?D o D]
(5) BL21 [pET- RTAFWD oFPEL]

Im Anschluss wurden alle Higjetaggten RTA-Varianten aus den Zelllysaten nsittel
Ni?*-NTA-Affinitatschromatographie (Punkt 2.10.1) edoich gereinigt. In Abbildung 11
sind die entsprechenden Banden bei ca. 31 kDakaneen. Nach der Umpufferung in PBS
pH 7,4 lag die Gesamtproteinausbeute der untexdicdthen Toxinvarianten zwischen
25-50 mg/l, wobei die geringste Ausbeute bei demaatfizierten Varianten zu verzeichnen
war. Zudem besalRen die gereinigten Proben eineh@gse Reinheit von ca. 90-95 %
(Abbildung 11). Die Abschatzung erfolgte dabei durden Vergleich einer mit dem
Grundvektor pET248 transformierten Kultur. Diese wurde unter ideriist Bedingungen
kultiviert, induziert und gereinigt und in den wa#gn Untersuchungen als Negativkontrolle
bezeichnet. Die Ausbeute und Reinheit der Konstristt vergleichbar mit den Ergebnissen
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von Wanget al (2005), der ca. 60 mg RTA aus Elcoli-Kultur reinigen konnte (Wanegt
al., 2005).

kDa 1 2 3 4 S5 6 7 8 9 10 11
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Abbildung 11: Nachweis der affinitdtschromatographschen Reinigung der RTA-Varianten
durch Coomassie-Farbunglin den Spuren sind die gereinigten Eluate nacludepufferung in PBS
pH 7,4 aufgetragen (rote Umrandung = RTA).

(1) Positivkontrolle (gereinigtes RTAH)

(2) ProteingrofRenstandard

(3) RTA E177D

(4) RTAE177D HDEL

(5) RTAE177D KDEL

(6) RTAy;s

(7) RTA

(8) RTAs Ot

(9) RTARlso His

(10) RTA R180H HDEL
(11) RTARlBOH KDEL

Insgesamt war es somit mdglich, die verschiedenddtypischen und mutierten RTA-
Varianten in E. coli im Milligramm-Bereich zu exprimieren und die Fremal@in-

Verunreinigungen durch den Reinigungsschritt zu imigren. In den nachfolgenden
Untersuchungen wurde die biologische Aktivitat deereinigten RTA-Varianten

nachgewiesen.
3.1.2 Nachweis der biologischen Aktivitat der RTA-Varianten

Zur Bestimmung der biologischen Aktivitat wurden vivo Toxizitatsstudien mit den
gereinigten, in PBS-umgepufferten RTA-Varianteneimer HelLa-Zelllinien durchgefuhrt.
Aus friheren Untersuchungen ist bekannt, dass Baimandlung mit RTA toxisch auf diese
Zelllinie wirkt (Wales et al, 1992). Der Nachweis der Toxizitat erfolgte dabeif drei
unterschiedlichen Wegen. Zuerst wurde die Zellmolgpiie und -adharenz von HelLa-Zellen
mit Hilfe der Phasenkontrastmikroskopie analysi8dwohl die Behandlung mit RFA™E-

als auch RTAs - fiihrte zum Verlust der Zelladhdrenz (Abbildung J)2ADer
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Uberwiegende Teil der Zellen l6ste sich von dertiiskchale und wies eine deformierte
Zellmorphologie auf. Im Gegensatz dazu waren kesiehtbaren morphologischen
Unterschiede zwischen Negativkontrolle und RiAehandelten Zellen zu erkennen. Die
Ergebnisse deuteten darauf hin, dass es sich beiabgelosten Zellen um tote Zellen
handelte. Diese Vermutung konnte durch Trypanbktpdng belegt werden.

A)
Negativkontrolle RTAg;
RT AHisHDEL RT AHisKDEL
B)
24 h
100+
o o E3 48h
— 80 2 E:E:: * *k
= o
5 60- . ﬂ
% %
N 20 B
0 N

RTAHisHDEL RTAHisKDEL

Abbildung 12: Nachweis derin vivo Toxizitdt gereinigter RTA-Varianten gegeniuber HelLa
Zellen. A) Phasenkontrastmikroskopie von RTA-behandelten Hegdleen. Die Zellen wurden 48 h
mit den unterschiedlichen RTA-Varianten (24 pg/mw. der Negativkontrolle (NK, gereinigtes
Eluat von BL21[pET24%)]) bei 37°C und 5 % CgQinkubiert und anschlieRend bei einer 10.000-
fachen VergréRerung analysiert (Punkt 2.208). Quantitative Auswertung der Zellvitalitatvon
HelLa-Zellen mittels Trypanblau-Farbung. Die Zellworden 24 h bzw. 48 h mit den dargestellten
RTA-Varianten (24 pg/ml) bei 37°C und 5 % Ci@kubiert und die Zellvitalitat in [%] bestimmt.i®
StichprobengrofRe betrug n = 2. Im Diagramm sind $t@ndardabweichung und die Signifikanz
(* =p<0,05; * = p< 0,01)angegeben. Als Referenz fir die Signifikanz dieliteNegativkontrolle.
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Zur quantitativen Bestimmung der Zellvitalitat veteLa-Zellen wurde als zweite Methode
der Trypanblau-Vitalitdtstest (Punkt2.15.1) eiredes Trypanblau dient dabei zur
Unterscheidung lebender und toter Zellen, da ntatdee den Farbstoff aufnehmen und
selektiv angefarbt werden. Abbildung 12B zeigt prthaft die Auswertung der Zellvitalitat
von HelLa-Zellen nach Inkubation mit unterschieddichl oxinvarianten Uber einen Zeitraum
von 24 h bzw. 48 h. Die Ergebnisse spiegeln diebBebtungen der zellmorphologischen
Untersuchungen wider. Lediglich in den Proben nefeh bzw. saugerspezifischen ER-
Retentionssignal war ein signifikanter Verlust detlvitalitat zu beobachten, wohingegen die
Vitalitdt durch die Negativkontrolle sowie unmodirtes RTA nicht beeinflusst wurde.
Interessanterweise zeigten sowohl REAE- bzw. RTA4s °F--behandelten Hela-Zellen
eine ahnliche Zellvitalitdt von 50 % bzw. 53,5 %cha8 h. Auch beim 24 h-Messpunkt war
keine signifikanten Unterschiede zwischen den Zalivéten zu erkennen.

In der dritten Methode wurde die biologische Akgwidurch einen deutlich sensitiveren
XTT-basierten Toxizitatstest (Punkt 2.15.2) begtabieser etablierte Toxizitatstest wird zur
Bestimmung der mitochondrialen Dehydrogenase-Afidivin Zellen verwendet, was ein
indirektes MaR fiur deren Zellvitalitat darstelltmieinen genauer Uberblick tber die toxische
Wirkung der verschiedenen wildtypischen RTA-Varanizu erhalten, wurden zunachst die
Parameter Inkubationszeit (2 h, 6 h, 12 h, 24 h 48d) und Toxindosis (0,2 pg/ml bis
160 pg/ml) systematisch variiert.

In Abbildung 13 wurde die Auswirkung unterschietdic Inkubationszeiten auf die
Zellvitalitat von HelLa-Zellen n&her untersucht. Begebnisse zeigten, dass die Zellvitalitat
bei RTAis"F - und RTAis °E--behandelten Zellen mit zunehmender Inkubationsstait
abnimmt. In den ersten 12 h zeigten beide Variantereine schwache Abnahme der Vitalitat
auf ca. 85 % bis 80 %. Bei Inkubationszeiten vorh2gzw. 48 h war hingegen eine starke
Verringerung der Zellaktivitat auf ca. 30 % bzw.%3zu beobachten. Die Zellvitalitaten der
12 h-, 24 h- und 48 h-Werte unterschieden sich atafstisch signifikant von den Ansatzen
der Negativkontrolle. Die Bestimmung der Zellvitaten der Pufferkontrolle (PBS pH 7,4)
ergab ahnliche Werte wie bei der Negativkontralledurch ein toxischer Effekt des Puffers
ausgeschlossen werden kann (Daten nicht gezeggtidd® Behandlung der Zellen mit RGA
konnte zu keinem Zeitpunkt eine signifikante Vegerung der Vitalitat festgestellt werden.
Aufgrund der fehlendeim vivo Toxizitdt von rekombinant iti. coli exprimiertem RTAs,
wurde die toxische Wirkung von kommerziell erhgiem RTA (Sigma) untersucht. Die
Behandlung zeigte zwar eine deutliche Verringerwley Zellvitalitat von Hela-Zellen
(33,2 %), jedoch war bei der Pufferkontrolle (4% ein &hnlich starker Effekt zu
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verzeichnen (Daten nicht gezeigt). Das kommerzigfanzliche RTA war in einem
DTT haltigen Puffer (0,5 mM) gel6st, was zur Veganung der Zellvitalitat fihrte. Unter den
Umstanden war keine eindeutige Aussage Ubeindiero Toxizitdt von kommerziellem RTA
madglich und konnte somit nicht mit den Ergebnisgen rekombinanten RTés verglichen
werden. Dennoch zeigten die Resultate, dass zum Baw. 48 h-Zeitpunkt ein signifikanter
toxischer Effekt bei RTAs°E- und RTA4is °=- zu beobachten war und sich diese Zeitpunkte
hervorragend zur Untersuchung diewvivo Toxizitat der unterschiedlichen Toxinvarianten in

HeLa-Zellen eigneten. Daher wurden diese fur digesféhrenden Versuchen verwendet.
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Abbildung 13: Einfluss unterschiedlicher Inkubationszeiten auf die Zellvitalitdit von Hela-
Zellen nach Behandlung mit verschiedenen RTA-Variaten. HelLa-Zellen wurden jeweils mit
160 pg/ml der dargestellten RTA-Varianten bei 3Tf@ 5 % CQ inkubiert und anschlieBend die
Zellvitalitdt nach unterschiedlichen Zeitpunkterratuden XTT-basierten Toxizitatstest bestimmt. Es
wurden dreifach Bestimmungen (n = 3) durchgefiihd deren Mittelwerte aufgetragen. Als Referenz
zur Bestimmung der Zellvitalitat dienten die Wedtsx Negativkontrolle.

HDEL und

Im Anschluss wurde der Einfluss unterschiedlichesximdosen von RTAs
RTAuisOFE auf die Zellvitalitat von Hela-Zellen naher untghkt (Abbildung 14). Die
Varianten mit zusatzlichem HDEL- bzw. KDEL-Retem$signal verursachten dabei eine
signifikante Verringerung der Zellvitalitat ab ein&oxindosis von 2 pg/ml. Anhand der
Ergebnisse ist zu erkennen, dass die Abnahme dH#vitZl@éat bei beiden Varianten
dosisabhangig verlauft. Dabei vermittelt RFAPE-
Hela-Zellen wie RTAi°F", was anhand des fehlenden Unterschieds der Zdilidt bei
allen getesteten Toxindosen zu erkennen ist. Detagté Toxindosis von 160 pug/ml fuhrte bei

RTA4is °E- sowie RTAus°F- zur gréRten Abnahme der Zellaktivitat um ca. 70 %.

eine &hnlich starke toxische Wirkung auf
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Abbildung 14: Einfluss unterschiedlicher Toxindosenwildtypischer RTA-Varianten auf die
Zellvitalitdt von Hela-Zellen. HelLa-Zellen wurden 24 h mit unterschiedlichen Toxindosen
(0,2 pg/ml bis 160 pug/ml) der dargestellten RTA4{garen bei 37°C und 5 % Gankubiert und die

Zellvitalitdt mit Hilfe des XTT-basierten Toxizitstest bestimmt. Es wurden dreifach Bestimmungen
(n = 3) der Proben durchgefiihrt und deren Mittelevaufgetragen.

Fur die weiteren Untersuchungen wurden Toxindosanm mehr als 20 pg/ml eingesetzt, da
dadurch eine deutliche Reduzierung der Zellvitaktaielt wurde. Die Ergebnisse eines unter
optimierten Bedingungen (24 pug/ml Toxindosis, 24lekw. 48 h Inkubationszeit)
durchgefuhrten Nachweises der biologischen Aktivsiad in Abbildung 15 dargestellt. Im
Diagramm ist nach einer 24-stiindigen BehandlungRifif\is °-- sowie RTA4s "= eine
signifikante Abnahme der Zellvitalitdt um ca. 30 2 erkennen. Nach 48 h ist die
Zellvitalitéat im Vergleich zur Negativkontrolle sagum ca. 70 % zurtickgegangen.
Zusammenfassend konnte somit die Bedingungen &itJdiersuchung den vivo Toxizitat
von RTA hinsichtlich der Parameter Induktionsze®4 i bzw. 48 h) und Toxindosis
(> 20 pg/ml) optimiert werden. Zuséatzlich konnte ggzeverden, dass sowohl das Anflgen
eines HDEL- als auch KDEL-Retentionssignals zu regesteigertenn vivo Toxizitat von
RTA bei HelLa-Zellen fuhrt. Diese ist sowohl doséds auch zeitabhangig. Des Weiteren
konnte die biologische Aktivitat der Varianten RFAPE- und RTAi<°F belegt werden.
Die toxische Wirkung wird zudem allein durch diexirovarianten verursacht und ist nicht
auf die Aktivitdt von Fremdproteinen oder Pufferarickzufihren, da Negativkontrolle
sowie Pufferkontrolle keinen Einfluss auf die ZaHlitat zeigten. Mit den in der

vorliegenden Arbeit verwendeten Methoden und Badiggn konnte jedoch keine
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biologische Aktivitdt von RTA;s nachgewiesen werden, da die Behandlung mit jgTk&ine

signifikante Abnahme der Zellvitalitat in HeLa-Zatl induzierte.

E3 24nh
E=&3 48h

130-
120-
110-
100-
904
80
704
604
504
404
304
204
10-
0_

Zellvitalitiit [ %]

e e e

NK RTAy;, RTAy, PPEY RTA,, KPEE

Abbildung 15: Nachweis der biologischen Aktivitat unterschiedlicher RTA-Varianten in HelLa-
Zellen unter optimierten Bedingungen.Die Zellenwurden 24 h und 48 h mit einer Toxindosis von
24 pg/ml bei 37°C und 5% GGQnkubiert und die Zellvitalitat mit Hilfe des XTibasierten
Toxizitatstests bestimmt. Es wurden dreifach Bestimgen (n = 3) der Proben durchgefiihrt und
deren Mittelwerte dargestellt. Im Diagramm sind @é&ndardabweichung und die Signifikanz
(*=p<0,05; * = p< 0,01) angegeben. Als Referenz fir die Signifikanz dientkm Werte der
Negativkontrolle.

3.1.3 Analyse derin vivo Toxizitat von RTAnis<°c- in HeLa und HEK293T-Zellen

Neben der Bestimmung der biologischen Aktivitat VBAAuis "~ bzw. RTA4 °o- in
HelLa-Zellen wurde einer weiteren SaugerzelllinieEEK293T) Uberpriuft. Zusatzlich sollte
untersucht werden, inwieweit sich die Zellvitakétvon HelLa- und HEK293T-Zellen nach
Toxinbehandlung unterscheiden. Saugerzelllinienenscheiden sich durchaus in ihrer
Sensitivitat gegenilber RTA. So konnte zum Beispgiteigt werden, dass RfX" die
Proteinbiosynthese bei Vero-Zellen um das ca. 260-fverringert, wohingegen bei
HelLa-Zellen nur eine ca. 10-fache Verringerung eadachten war (Walest al, 1992). Es
ist zudem bekannt, dass HEK293T-Zellen durch nahiet Ricin abgetttet werden
(Sokolowskaet al, 2011). RTA alleine induzierte hingegen keine s$ocke Wirkung bei
HEK293T-Zellen (Wanget al, 2007a). Zur Uberpriifung der Eignung wurden ladigdie
Zellvitalitaten beider Zelllinien nach Behandlundgt RTAwis<"c- verglichen (Abbildung 16).
Die Behandlung mit RTAs°F (iber einen Zeitraum von 48 h zeigte in beidenlidih
einen ahnlich toxischen Effekt. Die Zellvitalita¢toug in beiden Fallen ca. 15 %. Bei denen

mit Puffer- bzw. Negativkontrolle-behandelten Zeliwar unterdessen keine Abnahme der
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KDEL epenfallsin

Zellvitalitdt zu beobachten. Somit konnte dnevivo Toxizitat von RTAyis
HEK293T-Zellen belegt werden, womit grundsatzliaie Untersuchungen auch an dieser

Zelllinie durchfuihrbar sind.
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Abbildung 16: Wirkung von RTA .<°¥- auf die Zellvitalitat von HelLa- bzw. HEK293T-Zellen.

Die Zellenwurden 48 h mit einer Toxindosis von 160 pg/ml ®&iC und 5 % C@inkubiert und die
Zellvitalitat mit Hilfe des XTT-basierten Toxizitdtests bestimmt. Als Referenz zur Bestimmung der
Zellvitalitat dienten die Werte unbehandelter Zell&s wurden dreifach Bestimmungen (n = 3) der
Proben durchgefihrt und deren Mittelwerte dargkstel Diagramm sind die Standardabweichungen
und die Signifikanzen (* = g 0,05) angegeben. Als Referenz fir die Signifikanz dierdenWerte
der Negativkontrolle.

3.1.4 Studien zurin vivo Toxizitdt unterschiedlicher RTA-Toxinmutanten

Im Nachfolgenden wurde die toxische Wirkung von djpischen und mutierten
RTA-Variantenin vivo miteinander verglichen. Hierzu wurden die Toxinaaten wie bei
den vorherigen Untersuchungen rekombinant Bncoli exprimiert, tber Ni-NTA-
Chromatographie gereinigt, in PBS pH 7,4 umgeptfterd abschlieRend die Zellvitalitat
nach Behandlung mit den verschiedenen Toxinvamatdtestimmt. In Abbildung 17 ist
beispielhaft der Einfluss des Aminosaureaustausck&37D bei der Toxinvariante
RTAF5,KPEL auf die Zellvitalitat dargestellt. Dabei wurdere dirmittelten Zellvitalitaten
mit denen von RTAs °---behandelten Hela-Zellen verglichen. Durch die Bethang mit
wildtypischen RTAi<°E- nahm die Zellvitalitat bereits bei der geringsisxinmenge von
100 pg/ml um etwa 80 % ab. Auch eine Erhohung dexindosis auf 200 pg/ml bzw.
400 pg/ml fahrte zu einer vergleichbaren Abnahme Zdellvitalititen um ca. 85 %. Im
Gegensatz dazu zeigte die Behandlung mit der nbeievariante eine deutlich verringerte
toxische Wirkung auf die Zellen. Die Zellvitaliaewingert sich bei 100 pg/ml lediglich um
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etwa 33 %. Erst ab einer vierfachen Toxindosis kame &ahnlich starke Abnahme der

Zellvitalitat wie bei der wildtypischen Variantezezlt werden.
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Abbildung 17: Graphische Darstellung der vergleichaden Untersuchungen zurin vivo Toxizitat
von RTALPE" bzw. RTAFP,KPE- in HelLa-Zellen. Die Zellen wurden 24 h mit den
unterschiedlichen Toxinvarianten bei 37°C und 5 @ @kubiert und die Zellvitalitdt mit Hilfe des
XTT-basierten Toxizitatstest bestimmt. Die verwdrdeToxindosen waren dabei 100 pg/ml, 200
pg/ml und 400 pg/ml. Als Referenz zur Bestimmung dellvitalitat dienten die Werte der
Negativkontrolle. Es wurden dreifach Bestimmungen=@) der Proben durchgefiihrt und deren
Mittelwerte dargestellt. Im Diagramm sind die Stamthbweichung und die Signifikanz
(*=p<0,05; * = p< 0,01) angegeben. Zur Berechnung der Signifikanz wurden Werte von
RTAus CF- und RTA 5, PE- miteinander verglichen.

Um einen Uberblick tber die unterschiedlichen tox&n Wirkungen der verschiedenen
Toxinvarianten zu erhalten, sind die Werte der @imen Zellvitalititsmessungen in Tabelle
12 nochmals zusammengefasst. Hierbei ist zu erkerdass die jeweiligen Varianten ohne
Retentionssignal (RTAs, RTAF B und RTAM®H,) keine Veranderung der

Zellvitalitaten von Hela-Zellen zeigten. Daher ktem die einzelnen Varianten nicht
miteinander verglichen werden. Nur bei der wildsghien Variante war eine tendenziell
starkere Abnahme der Zellvitalitdt um ca. 10 % =olachten. Die Toxinvarianten mit
zusatzlichem HDEL- bzw. KDEL-Retentionssignal higge zeigten eine deutliche
Verringerung der Zellvitalitaten. Dabei war die Athme bei den wildtypischen Varianten am
groften (ca. 70 %). Die Zellvitalitat der RFA™Varianten war hingegen um ca. 50 %
reduziert. Bei den RTA®*"varianten (500-fach reduzierte Aktivitat) war digringste

Abnahme (ca. 10-20 %) zu beobachten. Zum eineneudlichen die Ergebnisse, dass die

reduzierte Aktivitat der A-Kette eine geringarevivo Toxizitat in HelLa-Zellen verursacht.
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Zum anderen konnte die biologische Aktivitat derART '° bzw. RTA® varianten mit
zusatzlichem HDEL- bzw. KDEL-Retentionssignal bagtawerden. Derartige mutierte
RTA-Varianten kdnnen bei bestimmten Fragestellungieae sehr interessante Alternative zu
wildtypischen Toxinvarianten darstellen. So kanmzBeispiel die wildtypische Toxizitat
von RTA zu stark sein, um Protein-Interaktionen rooigrazelluléare Vorgangén vivo zu
studieren. In diesen Fallen kénnten die in deriggdnden Arbeit hergestellten mutierten

Toxinvarianten eingesetzt werden.

Tabelle 12: Ubersicht tber die Zellvitalititen von HelLa-Zellen nach Behandlung mit
unterschiedlichen RTA-Varianten. Die Zellen wurden 24 h mit jeweils 160 ug/ml der
entsprechenden Toxinvarianten bei 37°C und 5 % i@Kubiert und die Zellvitalitaten mittels XTT-
basierten Toxizitatstests bestimmt. Es wurden achkif Bestimmungen (n=3) der Proben
durchgefuhrt. Die Mittelwerte sowie deren StandaveiEichungen (SD) sind dargestellt.

Toxinvariante Zellvitalitat [%0] SD [%)]
RTAvis 90 4,7
RTA4is OF- 29 13,0
RTAIiSHDEL 32 1.4
RTAY B 98 3,2
RTAE177DHisKDEL 49 3,4
RTAE177DHiSHDEL 56 1,6
RTAMM 96 6,8
RT AR180HHiSKDEL 78 4.1
RTARlBOHHiSHDEL 88 59

3.1.5 Untersuchungen zur Aufnahme der RTA-Varianten in Sagerzellen

AbschlieRend wurde die Aufnahme der ToxinvariariiEehemisch mittels Western-Analyse
verifiziert. Hierzu wurden 2 x fOHeLa-Zellen mit jeweils 160 pg/ml der entsprechend
Toxinvarianten inkubiert. Anschlielend wurden del@n zu unterschiedlichen Zeitpunkten
(2h, 6h, 12h, 24 h) geerntet und die Proben die Western-Analyse vorbereitet
(Punkt 2.9.1.2). Die Detektion der erwarteten Tbginden bei ca. 32 kDa mit Hilfe des
verwendeten Anti-RTA-Antikorpers war jedoch zu lexim Zeitpunkt moéglicHPunkt2.3.1).
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Lediglich in der mitgefiihrten Positivkontrolle uden Uberstanden der Medien waren RTA-
Signale bei ca. 30 kDa zu erkennen (Daten nicheig8z Aufgrund der hohen Toxizitat von
RTA reichen bereits wenige Molekile aus, um dietétnbiosynthese der Zelle zu hemmen
(Eiklid et al, 1980). Es ist daher wahrscheinlich, dass vor ddisterben der Zelle nicht
genugend RTA-Molekile in der Zelle vorliegen, unmes# mittels Western-Analyse zu
detektierenAus diesem Grund wurde die eingesetzte ZellzahlZarlG auf 4 x 16 Zellen
erhoht, wobei abermals keine Toxinbanden in dent®vedBlots zu beobachten waren. Auch
die zusatzliche Variation der Toxinmenge (160 pgiid 400 pug/ml), der Einsatz des
Proteasomeninhibitors MG132, die Aceton- oder TGAMlthg der Zelllysate sowie die
Detektion mit Anti-Hig-Antikérpern fihrten zu keiner Verbesserung derelbrgsse (Daten
nicht gezeigt).

Alles in allem war es somit nicht moéglich, die Teaufnahme biochemisch mit Hilfe der
Western-Analyse nachzuweisen. Diese Tatsache detkimit Untersuchungen in Hefe, bei
denen der Nachweis von intrazellular exprimiertéPARmittels Western-Analyse ebenfalls
erfolglos verlief (Schndder, 2009). Aus diesem @Grumird zum Nachweis von RTA in
Sauger- und Hefezellen meist die radioaktive Maitkig eingesetzt (Let al, 2011a; Rapak
et al, 1997; Schnoder, 2009). Um die Aufnahme der rekonartien Toxinvarianten dennoch
verfolgen zu konnen, wurden fluoreszenzmarkiertgimarianten hergestellt. Damit konnte
zumindest die Endozytose und der intrazellularen3part von extrazellular appliziertem

RTA durch mikroskopische Verfahren sichtbar gemata in Echtzeit verfolgt werden.

3.2 Herstellung fluoreszenzmarkierter RTA-Varianten

Fluoreszenzproteine werden héaufig zur Proteinlskélbn in pro- und eukaryotischen Zellen
eingesetzt (Campbell und Ashe, 2007; Phillips, 200kbei werden die zu untersuchenden
Zielproteine mit dem Fluoreszenzprotein auf gechts Ebene fusioniert. Im Gegensatz zur
klassischen Immunfluoreszenz, bei der der Proteimmais erst nach Fixierung und
Permeabilisierung der Zellen erfolgt, ermdgliclesdi Art der Markierung Untersuchungen an
lebenden Zellen. Das sogenanptave-cell Imaging" bietet zudem die Mdglichkeit, rde
Transport und die Dynamik von Proteinen fluoresm@kmskopisch in Echtzeit zu
analysieren. In der vorliegenden Arbeit wurden rsdeiedliche, wildtypische RTA-
Varianten mit einer weiterentwickelten Form des vgnominentesten Vertreters der
Fluoreszenzproteine, dem ,, green fluorescent pro{&FP), markiert (Prashet al, 1992).
Dieses als ,enhanced” GFP bezeichnetes Derivathizeicsich durch eine verbesserte

Fluoreszenz aus, die aufgrund zweier Mutationemdrgerufen wird (Yanget al, 1996). In
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der Literatur ist eine erfolgreiche Expression ei@&FP-getaggten RTA-Variante i coli
bereits mehrfach beschrieben worden (&fwal, 2006; Wanget al, 2010). Wanget al (2010)
konnten in ihren Saugerzell-Experimenten keine Zit&i und Aufnahme feststellen, wahrend
Lui et al (2006) sowohl die Endozytose als auch Toxizitit RTA-Fusion beschreibt. Die
primare Fragestellung der nachfolgenden Untersuggrumvar, inwieweit die Endozytose und
der intrazellulare Transport von Toxinvarianten miisatzlichem HDEL- bzw. KDEL-
Retentionssignal durch die Markierung mit eGiRR/ivo analysiert werden kann. Zudem
sollten die widersprtchlichen Toxizitatsergebnissehmals hinterfragt werden.

In Abbildung 18 ist der schematische Aufbau deretsthiedlichen Fusionskonstrukte
dargestellt. Die Expressionsvektoren pET-eGFP-RJIApPET-eGFP-RTA " sowie
PET-eGFP-RTAis"°®" wurden durch die Ligation von eGFP (ber die Stéteilen
Nhe/BamH! mit den in Punkt 3.1 konstruierten Vektoren pETAwis, PET-RTA4is °=- und
PET-RTA4is - hergestellt. Die eGFP-Sequenz wurde zuvor mifedK (Tabelle 10) aus
dem Ausgangsplasmid pCMV-eGFP (Tabelle 5) ampéfizi

Nhel BamHI Sall
723 bp 837 bp |
eGFP RTA I His ]
Nhel BamHI Sall
723 bp 849 bp
eGFP RTA I His I HDEL ]
Nhel BamHI Sall
| 723 bp | 849 bp
[ eGFP I RTA I His I KDEL ]

Abbildung 18: Konstrukte zur Expression fluoreszenmarkierter RTA-Varianten. Die
verwendeten Restriktionsschnittstellen der 5-b2WEnden sowie die Basenanzahl der
Fusionsproteine sind dargestellie Sequenz von eGFP wurde durch Ligation UbeiSdianittstellen
Nhd/BanHl an den N-Terminus der Konstrukte RTA RTALs °F- und RTAKPEL fusioniert
(Punkt 3.1).

3.2.1 Expression und Reinigung fluoreszenzmarkierter RTAVarianten

Die heterologe Expression der fluoreszenzmarkieffeminvarianten fand wiederum in
E. coli statt. Aufgrund der erfolgreichen Experimente imnk 3.1.1 erfolgten die
Transformation sowie Expression der Fusionsvarranteter entsprechenden Bedingungen
(3h, 1 mM IPTG und 20°C). FuUr die effektive Faljunder ca. 57 kDa schweren

Fusionsproteine zu gewahrleisten, wurde die Tentpereon 28°C auf 20°C gesenkt. Alle
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Fusionen konnten nach Zellaufschluss kncoli Lysat nachgewiesen werden (Abbildung
19C). Unter nicht-reduzierenden Bedingungen wareorészierende Proteinbanden bei
ca. 54 kDa zu erkennen. Die Fusionsbanden liefaeri@b der erwarteten GroéRRe von
ca. 57 kDa. Unter reduzierenden Bedingungen hingegaren Banden im Bereich von
57 kDa zu sehen (Daten nicht gezeigt). Vermutlish der beobachtete Shift auf ein
verandertes Laufverhalten der Fusionsproteine biehtineduzierenden Bedingungen
zuriickzufithren. AnschlieBend wurden die Zellaufssbé durch Ni-NTA-Affinitats-
chromatographie gereinigt und in PBS pH 7,4 umdepufDie Verifizierung der gereinigten
Proben mittels Western-Analyse zeigte, dass es lschden gereinigten Proteinen um die
eGFP-RTA-Fusionen handelte. Sowohl der Nachweishdénti-RTA-Antikorper als auch
die UV-Detektion ergab ein identisches Bandenmugidbildung 19A+B). Die Banden
waren ebenfalls bei der Entwicklung mit Anti-GFPtkoGrper zu sehen (Daten nicht
gezeigt). Im Vergleich zu den nicht-fluoreszieramdBoxinvarianten war eine geringere
Gesamtproteinausbeute der einzelnen Varianter2(ea5 mg/l) zu verzeichnen. Die Reinheit
der gereinigten Toxinvarianten entsprach mit 9048twa den Ergebnissen in Punkt 3.1.1.
A) B) C)

kDa 1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4

70

55
40

35
25

15

10

Abbildung 19: Nachweis der Expression und affinitééchromatographischen Reinigung
fluoreszenzmarkierter RTA-Varianten in E. coli BL21(DE3).
A) Western-Analyse unB) UV-Detektion der gereinigten und umgepufferterofeszenzmarkierten
Toxinvarianten unter nicht-reduzierenden Bedingan(®0°C und 1 mM IPTG, 3 h Inkubation). Die
Detektion in A) erfolgte durch Anti-RTA-Antikorpeund HRP-gekoppelte Anti-Sheep-Antikorper.
Die rote Umrandung kennzeichnet die Banden der eiSFR-Konstrukte.

(1) ProteingréRenstandard

(2) BL21 [pET-eGFP-RTA]

(3) BL21 [pET-eGFP-RTA, °%

(4) BL21 [pET-eGFP-RTALPF]
C) Coomassie-Farbung vdn coli Zelllysaten nach Expression und Zellaufschluss.

(1) BL21 [pET-eGFP-RTA]

(2) BL21 [pET-eGFP-RTAs P

(3) BL21 [pET-eGFP-RTAL "]

(4) ProteingrofRenstandard
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Insgesamt konnten somit in der vorliegenden Arlaisreichende Mengen fluoreszenz-
markierter Toxinvarianten exprimiert und gereinigterden. Trotz der geringeren
Gesamtproteinausbeute im Vergleich zu Punkt 3.hteonalle weiterfihrenden Experimente
problemlos durchgefiihrt werden. Zusatzlich konmtaes gestellt werden, dass es zu keinem
Verlust der eGFP-Fluoreszenz wahrend der ReinigumgUmpufferung kam. Dadurch stand
der fluoreszenzmikroskopischen Untersuchung des-Riefisports grundsatzlich nichts im
Wege. Allerdings musste im weiteren Verlauf noche dbiologische Aktivitat der

unterschiedlichen Konstrukte bestétigt werden.
3.2.2 Nachweis derin vivo Toxizitat von fluoreszenzmarkierten RTA-Varianten

Fur die Analyse der biologischen Aktivitdt wurdenusschlie3lich XTT-basierte
Toxizitatstests eingesetzt. In Abbildung 20 sindspielhaft die Zellvitalitditen von Hela-

Zellen nach Behandlung mit fluoreszenzmarkierterimarianten graphisch dargestellt.
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Abbildung 20: Wirkung fluoreszenzmarkierter Toxinvarianten auf die Zellvitalitdt von Hela-
Zellen. Die Zellenwurden 48 h mit einer Toxindosis von 160 pg/ml ®&iC und 5 % C@inkubiert
und die Zellvitalitét mit Hilfe des XTT-basiertenofizitatstests bestimmt. Es wurden 3-fach
Bestimmungen (n = 3) der Proben durchgefuhrt. InagEdimm sind die Mittelwerte sowie deren
Standardabweichung und Signifikanz (** =<@®,01) angegeben. Als Referenz fur die Signifikanz
dienten die Werte der Negativkontrolle.

Analog zu den vorherigen Toxizitatsuntersuchungeigten auch die fluoreszenzmarkierten
Varianten eGFP-RTAs °F bzw. eGFP-RTA°=" eine deutliche Abnahme der Vitalitat
nach 48 h. Diese entspricht in beiden Fallen ca%8&usatzlich konnte wiederum keine
toxische Wirkung der eGFP-RTA-Variante beobachtet werden. Die Daten stimmen im
Grol3en und Ganzen mit den Ergebnissen der nichtehlzenzmarkierten Varianten tberein

(Punkt 3.1.2). Interessanterweise bestatigen diecchdefuhrten Toxizitatstests die
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Beobachtungen von Wangt al (2010), bei denen auch keinen toxischen Effekh vo
eGFP-RTAys auf Saugerzellen beobachtet wurde. Daher steltt die Frage, wodurch die
Toxizitat bei den von Luet al. (2006) prasentierten Ergebnissen vermittelt wuRknnoch
konnte in der vorliegenden Arbeit der Grundsteim €lie fluoreszenzmikroskopischen
Untersuchungen zur Aufnahme der Toxinvariantengjelerden.

3.2.3 Untersuchungen zur Toxinaufnahme und Kolokalisationmit Erd23

Vor den eigentlichen Untersuchungen zur Toxinauimalund -kolokalisation wurde das
Expressionsmuster eines fluoreszenzmarkierten BER#Z&ptors naher analysiert. Hierzu
wurde das Plasmid pmCherry-N1-Erd2.3-mCherry vedeéenPunkt 2.2.2). Neben Erd21
und Erd22 ist Erd23 einer von drei identifiziertdDEL-Rezeptoren in Saugerzellen. Die
Aufgabe der KDEL-Rezeptoren besteht darin, ER-gegiel Proteine im ER zuriickzuhalten
oder diese dorthin zuriick zu transportieren (Toem&t al, 1993). Die Rezeptoren sind
dabei in der Lage eine Vielzahl von KDEL- &ahnlichiglotiven zu erkennen, wobei jeder
einzelne unterschiedliche Spezifitat besitzt. Erdi2dspielsweise hat eine deutlich hdhere
Affinitat zu HDEL- als zu KDEL-Motiven (Raykhekt al, 2007). Die Expression eines
ebenfalls mit mCherry fusionierten Erd22-Rezeptonrikte bereits erfolgreich durchgefiihrt
werden (Klein, 2009). Das beobachtete Expressioammuinterschied sich dabei nicht
wesentlich vom natiirlichen (Klein, 2009 und Raykhkelal, 2007). Zur Uberpriifung der
Fluoreszenz-Verteilung wurden HelLa-Zellen mit dénorfeszenzmarkierten Erd23-Rezeptor
transfiziert und unterm CLSM analysiert (Abbildu2g). In den Zellen war ein ringférmiges,
teilweise punktuelles Fluoreszenzmuster um derk&ellzu erkennen. Die Verteilung deutet
auf eine Lokalisation im Bereich des angrenzendBs Bzw. TGNs hin und entspricht in
etwa der naturlichen Proteinverteilung (Raykhet al, 2007). Somit konnte der
fluoreszenzmarkierte Erd23-Rezeptor erfolgreich ltelLa-Zellen exprimiert werden.
Aufgrund der starken Ahnlichkeiten zum wildtypisoh&xpressionsmuster scheint das

Fluoreszenzprotein auch keinen negativen Einflu§sli@ Proteinlokalisation zu haben.
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Abbildung 21: Fluoreszenzmikroskopische Analyse deBxpressionsmusters von pmCherry-N1-
Erd2.3-mCherry in HeLa-Zellen. Die Zellen wurden mit Plasmid-DNA (1 ug) transfidiund 24 h
bei 37°C und 5 % Cg@nkubiert. Nach DAPI-Farbung wurden die Zellen iraSM analysiert (63-
fache VergréRerung; Messbalken: ifi; Mikroskop: CLSM 510 Meta (Zeiss); average: 4s&a543:
4,1 %; Laser 720: 21,8%; die Anregung mit 358 nmurde durch den Zweiphotonen-
Laser,Chameleon” erzielt (720 nm).

Im Nachfolgenden wurden tberpriift, ob die gestégervivo Toxizitat von RTAys 0--

bzw. RTA4is °F- méglicherweise auf der Beteiligung des Erd23-Rexspm Toxintransport
beruht. Die Vermutung liegt nahe, dass die Toximden mit zusatzlichem ER-
Retentionssignal an den Rezeptor binden und soffekteer retrograd in das Zytosol
transportiert werden. Um die Fragestellung genauedressieren und erste Hinweise fir die
Theorie zu erhalten, wurden HelLa-Zellen mit pmCht-Erd2.3-mCherry transfiziert,
nach 24 h mit den verschiedenen Toxinvarianten r#ia und anschlieRend die
Kolokalisation von fluoreszenzmarkiertem Rezeptand uRTA am CLSM analysiert
(Punkt 2.20.3). Die Zellen wurden Uber einen Zaitmavon 4 h mit Toxin behandelt, da in
BHK21-Zellen die Endozytose von Ricin innerhalb v6A min erfolgen kann und der
Toxinnachweis im Golgi-Kompartiment nach ca. 2 hghah ist (Van Deurset al, 1988).
Zudem konnte Walegt al. (1993) bestatigen, dass die Proteinbiosyntheset@teVero-

F- nach 3 h bei ca. 10 % lag. Die Auswertung der

Zellen nach Behandlung mit RT
CLSM-Aufnahmen ist in Abbildung 22 dargestellt. Egpression des fluoreszenzmarkierten
Erd23-Rezeptors war in allen Anséatzen zu beobacliese war wie bereits zuvor gezeigt
hauptsachlich in der Peripherie des Zellkerns lslat und teilweise waren punktuelle
Strukturen zu erkennen. Bei denen mit der Negatfitiotle behandelten HelLa-Zellen waren
erwartungsgemal keine GFP-Signale zu sehen, wajengeei der Behandlung mit eGFP-

RTAuis punktuelle Signale aul3erhalb der Zellen sichtbaewa
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Aufgrund dieser Beobachtung und der nur schwacheazitat bei hohen Toxindosen kann
davon ausgegangen werden, dass eGFPsRWeNN Uberhaupt in extrem geringen Mal3 von
den Saugerzellen aufgenommen wird. Wider Erwartarew trotz der starken biologischen
Aktivitat von eGFP-RTAi°F- (Punkt 3.2.2) auch dort nur extrazellulare GFPSig in
HelLa-Zellen zu beobachten. Auch in Wiederholungeegrpenten konnten keine
intrazellularen Signale fir eGFP-REAPE: detektiert werden. Interessanterweise konnten
hingegen nach der Behandlung mit eGFP-RTR®" Fluoreszenzsignale innerhalb der
Zellen nachgewiesen werden. Grundsatzlich warenngig sowohl im Bereich der
Plasmamembran als auch in der Peripherie des Zedlkeu erkennen. Zusatzlich konnten
vereinzelt orange-gelbe Fluoreszenzsignale beobiaehrden. Dabei handelt es sich um
Kolokalisationen zwischen GFP-markiertem Toxin um@herry-markiertem Rezeptor. Dies
wurde anschlieBend durch die Analyse der Intesgitéfile bestatigt (Abbildung 23).
Zugleich spricht die Kolokalisation fiir den retraden Transport von RTA™°F" bis in das
ER und die biologische Aktivitat fur die abschlie@e Retrotranslokation in das Zytosol.

Um sicher zu stellen, dass die beobachteten Flzengsignale zumindest teilweise innerhalb
der Zellen liegen, wurden die Plasmamembran nadtaf#ung mit fluoreszenzmarkiertem
eGFP-RTAis °F- mit Hilfe von Rhodamin-gelabelteRicinus communiggglutinin (RCA)
angefarbt und im CLSM analysiert. RCA ist dabeider Lage, spezifisch an Galaktose-
Strukturen auf der Plasmamembran-Oberflache zuebir{Rothet al, 1978). In Abbildung
24 ist beispielhaft der intrazellulare Nachweis \@BFP-RTAi °c- nach 4 h dargestellt.
Dabei war beim Grof3teil der Zellen GFP-Fluoreszgmede im Bereich der Plasmamembran
zu erkennen, die zumindest auf eine Bindung arPthemamembran hindeuten (Abbildung
24A). Zudem konnte beobachtet werden, dass die génlmg des fluoreszenzmarkierte
eGFP-RTAis '°F- nur an bestimmten Regionen der Plasmamembrangerfsiehe weiRe
Pfeile Abbildung 24A). In einzelnen Zellen konntewmsétzliche einzelne GFP-Signale in der
Néhe des Zellkerns detektiert werden (weil3e Pféibdildung 24B), die vollkommend von
der Plasmamembran umschlossen waren. Dabei hasdsith eventuell um Ansammlungen

von endozytierten eGFP-RTAPE--Molekiilen innerhalb der Zelle.
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Abbildung 22: Fluoreszenzmikroskopische Analyse deKolokalisation von Erd23-mCherry mit
den entsprechenden eGFP-Toxinvarianten in HeLa-Zeadin. Die Zellen wurden mit 1 pg Plasmid-
DNA transfiziert und 24 h bei 37°C und 5 % gfkubiert. AnschlieRend wurden die Zellen 4 h mit
den unterschiedlichen, gereinigten Toxinvariant®80(ug/ml) behandelt und im CLSM analysiert
(100-fache VergréRRerung; Messbalken: df; Mikroskop: CLSM 510 Meta (Zeiss); average: 4;
Laser 543: 4,1 %; Laser 488: 4,1 %). Als Negatitkale dienten Zellen, die mit dem gereinigtem
Zelllysat von BL21 [pET244)] behandelt wurden.
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Abbildung 23: Nachweis der Kolokalisation von Erd23mcherry und eGFP-RTAys °" in HelLa-
Zellen. Die Zellen wurden mit 1 pg Plasmid-DNA transfiziemd 24 h bei 37°C und 5% GO
inkubiert. AnschlieRend wurden die Zellen 4 h nm0lug/ml eGFP-RTA "% behandelt und im
CLSM analysiert (100-fache VergroRerung; averagelaber 543: 4,1 %; Laser 488: 4,1 %). Das
Intensitatsprofil (rechts) wurde mit der Softwaiejss LSM Image Examiner* erstellt.

B)

HDEL

Abbildung 24: Nachweis der Toxinaufnahme von eGFP-RA 4 in HelLa-Zellen.

4 x 10 Zellen wurden in 24er Wells ausgesat und 24 h33éC und 5 % Ce@inkubiert. Danach
wurden die Zellen mit 160 pug/ml eGFP-RTAPE: iiber einen Zeitraum von 4 h behandelt,
anschlieBend zweimal mit 1 x PBS gewaschen undPthemamembran mit Rhodamin-gelabelten
RCA 10 min angefarbt. Nach weiteren zwei Waschgetmriwurden die Zellen 20 min bei RT fixiert,
abschlieBend die Zellkerne mit DAPI gefarbt (Pu2k0.3) und im CLSM analysiert. Die weil3en
Pfeile kennzeichnen eGFP-REAPE" A) 63-fache VergroRerung; average: 4; Laser 514: 3,aler
543: 6,1 %; Laser 488: 3,1 %; Laser 720: 28,B%63-fache Vergroierung; average: 2; Zoom 2;
Laser 543: 6,1 %; Laser 488: 3,1 %; Laser 720: 28,7

Zusammenfassend konnte somit in der vorliegendebeiArgezeigt werden, dass sich
eGFP-RTA;s °F- an spezifische Regionen der Plasmamembran anlagetnzumindest
teilweise von HelLa-Zellen endozytiert wird. Damitrinte im Gegensatz zu der Western-
Analyse die Aufnahme von eGFP-REAPE- bestatigt werden. Auch durch die vivo
Toxizitat von eGFP-RTAs °F- konnte indirekt die Toxinaufnahme sowie der retadg
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Transport in das Zytosol belegt werden. Paralleuddeutet die Uberlagerung der GFP- und
mCherry-Fluoreszenzen auf eine raumliche Nahe hsiscdem Erd23-Rezeptor und
RTA4is °F- im ER hin. Die Intensitatsprofile untermauern zmkéh diese Kolokalisation.
Die beiden Ergebnisse lassen auf eine mdglicheraktien zwischen Toxin und
Erd23-Rezeptor schlieBen. Das Ausbleiben intralZeu Fluoreszenzsignale bei
eGFP-RTAys weist auf eine geringe Endozytose hin und decht si¢ den Ergebnissen zur
biologischen Aktivitat. Die Endozytose von eGFP-REXE" sowie dessen Kolokalisation
mit Erd23 konnte jedoch nicht gezeigt werden, obvaatigrund der biologischen Aktivitat
zumindest eine Internalisierung der ToxinvariantattSnden sollte. Die durchgefiihrten
Untersuchungen haben gezeigt, dass prinzipiell Amalyse von Endozytose und
intrazellularem Transports von RTA mit Hilfe flusmenzmarkierter Toxinvarianten an
lebenden Zellen verfolgt werden kann. Zudem erhégte Ergebnisse von eGFP-RTAPE-
die Vermutung, dass die KDEL-Rezeptoren eine eepideimde Rolle bei der gesteigerten
in vivo Toxizitat von RTAPE- bzw. RTA®E! in Saugerzellen spielen.

3.3 Intrazellulare Expression von RTA-Varianten in Saugerzellen

Nachdem in Punkt 3.1 di@ vivo Toxizitat von extrazellular applizierten RTA-Vanign in
HeLa und HEK293T-Zellen untersucht wurde, sollte Folgenden die intrazellulare
Expression verschiedener RTA-Konstrukte im Sauged deren Auswirkungen auf die
Zellvitalitat naher charakterisiert werden. Intesa@asterweise wird auch in Hefen die
Proteinbiosynthese nach intrazellularer Expressimm RTA inhibiert (Pierceet al, 2011).
Aufgrund dieser Tatsache konnte in Hefen ein Moeetlvickelt werden, um die ER-Zytosol-
Retrotranslokation von RTA néher zu untersuchenefLal, 2011a; Simpsomet al, 1999).
Daher sollten in der vorliegenden Arbeit die Graggin geschaffen werden, um ein analoges
Modell zur ER-Zytosol-Retrotranslokation im Sauger etablieren. Zusatzlich sollten die
Untersuchungen zeigen, inwieweit sich thevivo Toxizitdt nach intrazellularer Expression
verschiedener RTA-Varianten in Hefe- bzw. Saugéralnterscheidet bzw. gleicht.

Um die toxische Wirkung im Sauger zu analysierearden zunachst analog zu den Hefe-
Untersuchungen von Schndder (2009) verschiedene -Yarmnten mit bzw. ohne
ER-Importsignal hergestellt (Abbildung 25). Zur astlischen Expression wurden
RTA-Varianten ohne Signalsequenz hergestellt. Dveselen mit Hilfe den entsprechenden
Primern (Tabelle 10) aus den Ausgangsplasmiden p&8arZ-RTA bzw. pJC2433gem-
pre_RTA delta amplifiziert und anschlieRend Uberwdirhandenen Restriktionsschnittstellen

EcaRI/Notl in den pmCherry-N1-Vektor eingebracht. Durch Brémer wurde zusatzlich vor
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dem Start-Kodon eine Kozak-Sequenz angefiigt, woddie spatere Erkennung der mRNA
durch das Ribosom verbessert wird (Kozak, 1986 Rlonierung der Varianten mit
zusatzlichem ER-Importsignal erfolgte in zwei Sttkri. Zuerst wurden die RTA-Sequenzen
mittels PCR (Tabelle 10) amplifiziert und analog #den zytosolischen Varianten in
pmCherry-N1 einkloniert. AnschlieRend wurde die &ignalsequenz (Tabelle 10) aus dem
Ausgangsplasmid pCA38-PRiergestellund Uber die Restriktionsschnittstellsind/EcoR|

in die Vektoren pmCherry-RTA bzw. pmCherry-RFA’® ligiert. Die Signalsequenz von
Praprolactin soll dabei einen effektiven, cotratisfelen Import in das ER gewahrleisten
(Fehrmanret al, 2003). Nachdem die Herstellung der Konstrukteeablossen war, wurde
zunachst die Transfektion fur HeLa- bzw. HEK293Ti&le etabliert, um eine moglichst

effiziente und reproduzierbare Plasmid-Transfekaorerzielen.

EcoRl/BamHI Xbal/Nofl
[ RTA ] 837 bp
EcoRI/BamHI Xbal/Nofl
[ RTAEL17D ] 837 bp
Nhel/Xhol EcoRI Xbal/Nofl
| [
[ PL RTA 939 bp
A J
Nhel/Xhol EcoRI Xbal/Nofl
[ PL RTAE177D 939 bp
A J

Abbildung 25: Konstrukte zur intrazellularen Expression von RTA in Hela-Zellen. Die
verwendeten Restriktionsschnittstellen der 5’- b3iEnden sowie die Basenanzahl der Konstrukte
sind dargestelltDie RTA-Sequenzen wurden durBleoRI/Noti-Restriktion in den Expressionsvektor
pmCherry-N1 eingebracht (Punkt2.2.3.2). Bei dennstaikten mit zusatzlicher Praprolactin-
Signalsequenz (RE) enthalten die RTA-Sequenzen kein Start-Kodon. Simalsequenzen wurden in
einer zweiten Ligation Uber die Schnittstellbind/EcaRl in die Plasmide pmCherry-RTA bzw.
pmCherry-RTA""P eingebracht.

3.3.1 Etablierung und Optimierung des Transfektionssystera

Zur Etablierung der Transfektion wurde die Durchfimytometrie eingesetzt, um eine
guantitative Aussage Uber die Transfektionsrateffetn zu kénnen. Die Identifizierung
plasmidtragender Zellen erfolgte mit Hilfe des Repglasmids pAcGGSM2-IRES-GFP

(Tabelle6). Nach erfolgter Transfektion kommt es zur Expi@s von GFP, wodurch die
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Zellen nach Anregung grin fluoreszieren und vorramsfizierten unterschieden werden
konnen. Bei den Optimierungsexperimenten wurden Rieameter hinsichtlich Zellzahl

5x1¢f, 1x16 und 2x16), Transfektionsreagenz (Nanofectin und PolyFectd u

eingesetzter Plasmid-DNA-Menge (0,5 pg bis 1 ugjierd Die Transfektion der Zellen

wurde parallel unter den unterschiedlichen Bediggunim 24-Well Mal3stab durchgefuhrt
(Punkt 2.8.3) und anschlieRend die GFP-Fluoreszeron 10.000 Zellen mittels

Durchflusszytometrie bestimmt. Bei der Transfektionit PolyFect konnten Kkeine

zufriedenstellenden Transfektionsraten erzielt werdBei beiden Zelllinien lagen diese
maximal bei 30 % (Daten nicht gezeigt). Nach Traksbn mit Nanofectin hingegen waren
deutlich héhere Effizienzen zu beobachten. Bei HEeken erbrachte die Kombination aus
Nanofectin, 1 x 10Zellen und 1 pg Plasmid-DNA die besten Transfelg@gebnisse. Unter

diesen Bedingungen konnten reproduzierbare Effzaenvon 65-70 % erzielt werden.
Ahnliche Transfektionsraten (60-65 %) konnten abeh HEK293T-Zellen erreicht werden.

Im Vergleich zu HelLa-Zellen waren die optimalengtektionsbedingungen bei HEK293T-
Zellen leicht verandert (Nanofectin, 1 x°’Zellen und 0,5 pg Plasmid-DNA). Aufgrund der
etwas hoheren Transfektionsraten wurde in deregelden Arbeit die HeLa-Zelllinie fur die
weiteren Untersuchungen zur intrazellularen Expoessingesetzt. In Tabelle 13 sind die
optimalen Transfektionsbedingungen der einzelndifirden aufgelistet.

Tabelle 13: Ubersicht (ber die optimalen Transfektionsbedingungn und die daraus
resultierenden Transfektionsraten von HeLa- und HEKR93T-Zellen.

Zelllinie Reagenz | Well Plasr[r&lg]- DNA Zellzahl | Transfektionsrate
HelLa S3 | Nanofectin 24 1 1 x70 65- 70%
HEK293T | Nanofectin | 24 0,5 1x10 60-65 %

3.3.2 Nachweis derin vivo Toxizitat in HeLa-Zellen

Nach der Optimierung der Transfektionsbedingungemrdes die in vivo Toxizitat der

Toxinvarianten bestimmt. Hierzu wurden Hela-Zellemit den unterschiedlichen
Expressionsplasmiden transfiziert und deren Zaliwdt mittels XTT-basierten
Toxizitatstests nach 24 h analysiert. In Abbilduz®y ist beispielhaft eine Auswertung der
Zellvitalitaten dargestellt. Zwar verursachten digtosolische exprimierten Konstrukte
pmCherry-RTA bzw. pmCherry-RTA”’® einer tendenziellen Abnahme der Zellvitalitét,
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jedoch konnte kein signifikanter Unterschied zurgleskontrolle beobachtet werden. Bei
den Varianten pmCherry-RERTA und pmCherry-PtsRTAF P konnte hingegen eine
deutliche Reduzierung der Zellvitalitdt von ca.%0bzw. 70 % beobachtet werden. Unter
Bericksichtigung der Tatsache, dass nur etwa 6%@-0@r Zellen das Plasmid aufgenommen
haben, kann davon ausgegangen werden, dass diesBipr einen letalen Effekt in HelLa-
Zellen auslost. Um sicher zu stellen, dass die efedd Toxizitdt der zytosolischen
wildtypischen RTA-Variante nicht durch eine fehlen&xpression hervorgerufen wurde,
wurde die Proteinexpression im Nachfolgenden nmsittéhdirekter Immunfluoreszenz

nachgewiesen.
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Abbildung 26: Auswirkungen einer intrazellularen Expression verschiedener RTA-Varianten
auf die Zellvitalitat von Hela-Zellen. Die Zellen wurden mit jeweils 1 pg der verschiedenen
Plasmide sowie der Negativkontrolle transfiziertduB4 h bei 37°C und 5 % GOinkubiert.
AnschlieBend wurde die Zellvitalitat mittels XTTdierten Toxizitatstests bestimmt. Bei der
Negativkontrolle (NK) handelt es sich um pmCherry-NPunkt 2.2.3.2). Es wurden dreifach
Bestimmungen (n=3) durchgefihrt. Im Diagramm sirdle Mittelwerte sowie deren
Standardabweichung und Signifikanz (* =<,05) angegeben. Als Referenz fur die Signifikanz
dienten die Werte der Negativkontrolle.

3.3.3 Nachweis der intrazellularen Expression von RTA mitels Immunfluoreszenz

Die indirekte Immunfluoreszenz wird haufig zur Riatokalisation und -nachweis eingesetzt
(Wheatley und Wang, 1998). Ahnlich wie bei der VéestAnalyse erfolgte die Detektion von
RTA mit Hilfe des Ant-RTA Antikorpers. An diesen unde anschlieRend ein
FITC-markierter sekundarer Antikorper gekoppelt r&WR.3.1). Zuletzt wurde die

Lokalisation von RTA durch Fluoreszenzmikroskopeifiziert. In der vorliegenden Arbeit
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wurden die indirekte Immunfluoreszenz an Hela-Zelleach dem in Punkt 2.19
beschriebenen Protokoll durchgefiihrt Die in Abhildu27 dargestellten Fluoreszenzbilder
bestétigen, dass sowohl die zytosolischen Variaal®auch die Varianten mit Signalsequenz
intrazellular exprimiert wurden.

pmCherry-N1 pmCherry-RTA pmCherry-RTAE177D

5um

pmCherry-PL¢-RTA pmCherry-PLy-RTAE!7D

Abbildung 27: Nachweis der Proteinexpression und ekalisation verschiedener RTA-Varianten

in HelLa-Zellen mittels indirekter Immunfluoreszenz. Die Zellen wurden mit den verschiedenen
Plasmiden transfiziert und 24 h bei 37°C und 5 %, @Rubiert. AnschlielBend wurden die Zellen
nach dem Protokoll von Punkt 2.19 behandelt undFuoreszenzmikroskopie eingesetzt. (50-fache
VergroRerung; Messbalken: 5 um; Mikroskop: Bioz&0-8000; Belichtungszeit: 1/45 s). Bei der
Negativkontrolle handelt es sich um den Grundvegto€herry-N1 (Punkt 2.2.3.2).

Nach Transfektion mit dem Leervektor pmCherry-Nhiki@n hingegen keine Fluoreszenzen
innerhalb der Zellen beobachtet werden. Die Zelldie, mit den zytosolischen Varianten
pmCherry-RTA  bzw. pmCherry-RTA”’® transfiziert wurden, zeigten starke
Fluoreszenzsignale. Dadurch kann eine fehlende dsgspn als Grund fur
Toxizitatunterschiede zwischen den zytosolischenavitgen und der mit ER-Signalsequenz
ausgeschlossen werden. Auch in denen mit pmChearggRTA bzw. pmCherry-Pts
RTAFYP transfizierten Zellen waren starke Signale zu memka. Jedoch waren keine
Unterschiede hinsichtlich der Fluoreszenzverteilzngsehen. In den jeweiligen Ansatzen
waren sowohl diffuse Signale im Zytosol als auctgidrmige, netzwerkartige Strukturen um
den Zellkern zu erkennen, die mdglicherwiese aué &R-Lokalisation hindeuten. Insgesamt
haben die Untersuchungen gezeigt, dass die zysobeliExpression von RTA eine geringere
in vivo Toxizitat als die Toxinvarianten mit ER-Signalpdpin S&ugerzellen induziert. Die
Verstarkung dein vivo Toxizitat von PlssRTA bzw. PlssRTAF " "Pdeutet zusatzlich darauf
hin, dass RTA nach dem ER-Import und der Transiokain das Zytosol eine starkere

enzymatische Aktivitat als die zytosolische Vareaufweist. Zudem konnten grundlegende
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Voraussetzungen fur die Etablierung eines Modells @ntersuchung der ER-Zytosol-
Retrotranslokation im Sauger geschaffen werden. \Wed&eren konnte in der vorliegenden
Arbeit die Transfektion dahingehend optimiert werde dass die jeweiligen
RTA-Expressionsplasmide nun effizient in HeLa- tiEK293T-Zellen eingebracht werden

kdnnen.

3.4 Auswirkung des Sec6a-Knockdowns auf die Toxizitat von RTA

Im letzten Teil der saugerspezifischen Untersuckangpllte hinterfragt werden, inwieweit
das Sec61-Translokon an der Retrotranslokation R®Agis °-- bzw. RTA4is °=- beteiligt
ist. Bis zum heutigen Zeitpunkt ist nicht zweifedésfgeklart, ob die katalytische Domane von
Ricin durch das Sec61-Translokon aus dem ER inZg&ssol transportiert wird. Wesclet
al. (1999) konnten zwar eine Interaktion zwischen RIPAl Sec6d beobachten, jedoch hatte
der siRNA-Knockdown der einzelnen Sec61-Komponerkeime Einfluss auf dien vivo
Toxizitat von Ricin in Sadugerzellen (Moreat al, 2011). Auch die Retrotranslokation von
RTAXPEL wurde diesbeziiglich nicht genauer untersucht. Umweise auf eine mégliche
Beteiligung des Sec61-Translokons an der ER-ZyiBstotranslokation von RT<PE-
bzw. RTA4 "5 zu erhalten, wurde in der vorliegenden Arbeit di&lARInterferenz-
Technologie eingesetzt. Durch die Verwendung sizeniér siRNAs kann dabei die mRNA
des gewlinschten Zielgens abgebaut und somit dexeex@ression verhindert werden.

3.4.1 Einfluss der Sec6&-Depletion auf die Toxizitat der RTA-Varianten

Zunachst wurde untersucht, welche Folgen ein Vernos funktionellem Sec@il auf die
in vivo Toxizitat rekombinanter RTA-Varianten hat. Um egféektive Depletion von Sec6l
zu erzielen, wurde ein etabliertes Seaec@&hockdown-Protokoll der Arbeitsgruppe
Zimmermann (Universitat des Saarlandes, HomburgdliarFragestellung der vorliegenden
Arbeit angepasst (Punkt 2.16). Die Durchfiihrungeraknockdown-Experimente erfolgte
ebenfalls in der Arbeitsgruppe Zimmermann in Zusamanbeit mit Nico Schauble.

Hierzu wurden HeLa-Zellen in 12 Well-Mikrotiterptah ausgesat und mit ctrl-siRNA oder
Sec6}h;-siRNA (20 nM) transfiziert. Die ctrl-siRNA dientderbei als Kontrolle, da sie keine
Homologien zu humanen Sequenzen besitzt und sodgliche unspezifische Effekte der
Transfektion ausgeschlossen werden konnen. Dieesatrte Sec@l-siRNA (Punkt 2.3.2)
ist hingegen in der Lage innerhalb des 5-UTR-Bares der Sec&*mRNA zu binden,
wodurch der spezifische Abbau der mRNA vermitteitdw(Lang et al, 2011). Zusatzlich

wurden noch untransfizierte Zellen mitgefuhrt, umegative Effekte der Transfektion zu
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detektieren. Zur Steigerung der Knockdown-Effiziemarden die Zellen nach 24 h erneut
transfiziert. Die Zugabe der in Punkt 3.1 hergdistel RTA-Varianten bzw. der
Negativkontrolle zu den Sec&tepletierten Zellen sowie den Kontrollen (ctrl-siR und
untransfizierte Zellen) erfolgte nach 96 h. Nackgesamt 120 h wurde die Zellvitalitat
mittels WST-1-basierten Vitalitatstests bestimmir( 2.15.3). Der Vitalitatstest basiert auf
einer enzymatischen Spaltung des Tetrazoliums&i#®s-1 zu einem dunkelroten Formazan
durch mitochondriale Dehydrogenasen. Der Farburagckénn in einem Spekralphotometer
photometrisch bei einer Wellenlange von 450 nmitvest werden (Francoeur und Assalian,
1996). Die Absorption wurde alle 10 min Uber eingitraum von 60 min gemessen. Die
Menge an gebildeten Formazan korreliert dabei eritAhzahl an vitalen Zellen und ist somit
indirekt ein Mal? fur die Toxizitat. Die Zellvitaditen der Sec6i,gesilencten” Zellen wurden
im Anschluss in Relation zu den ctrl-siRNA behatelelZellen bzw. untransfizierten Zellen

gesetzt. Der schematische Versuchsablauf ist inlddoty 28 graphisch zusammengefasst.

Oh Aussiien von 1,2 x 105 Hela-Zellen in 12er Wells
unbehandelt Transfektion

_—

ctrl siRNA Sec61, siRNA

l l

24 h Nach-Transfektion mit siRNA
96 h Zugabe der RTA-Toxinvarianten

l

Bestimmung der Zellvitalitit (WST-1-Assay)
120 h +

Nachweis der Knockdown-Effizienz mittels
Western-Analyse

Abbildung 28: Schematische Darstellung der Sec@lKnockdown-Experimente. 1,2 x 16 HeLa-
Zellen wurden mit ctrl- bzw. SecgtsiRNA (20 nM) transfiziert und nach 24 h erneutt er
jeweiligen siRNA nachtransfiziert. Zusatzlich wundantransfizierte Zellen mitgefihrt, um etwaige
negative Effekte der Transfektion auszuschlie3ep. Zugabe der entsprechenden RTA-Varianten
bzw. der Negativkontrolle erfolgte nach 96 h. Nagfiteren 24 h wurden sowohl die Zellvitalitat als
auch die Zellzahl der einzelnen Ansatze bestimndt. vitirden dreifach Bestimmungen (n = 3)
durchgefuhrt und deren Mittelwerte ermittelt. Damaairden die Zellen geerntet, lysiert, mittels SDS-
PAGE aufgetrennt und abschlieBend der Seé¢&bteingehalt im Western-Blot analysiert (Tab&lle
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Nach Behandlung mit RT4s konnte keine Verdnderung der Zellvitalitat von ldeZellen
festgestellt werden (Daten nicht gezeigt). Das Bngedes WST-1-Vitalitatstests deckt sich
somit mit den Untersuchungen aus Punkt 3.1.2, medeauch keine Toxizitat auf HelLa-
Zellen mittels XTT-basierten Toxizitatstests nachslvar war. Unter den Voraussetzungen
war es nicht moglich die Auswirkung der See@lepletion auf die Toxizitat von RTif zu
analysieren.

Im Gegensatz dazu wurde nach Behandlung mit RFX" die Zellvitalitat von
untransfizierten und mit ctrl-siRNA transfizierteielLa-Zellen signifikant reduziert
(Abbildung 29).
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Abbildung 29: Einfluss des Sec6d-Knockdowns auf die in vivo Toxizitdt von RTAsCF in

HelLa-Zellen. 1,2 x 1§ Zellen wurden mit ctrl- bzw. SecgtsiRNA transfiziert und nach 24 h erneut
mit der jeweiligen siRNA nachtransfiziert. Die Zigavon RTA "% (160 ug/ml) erfolgte nach
96 h. Nach weiteren 24 h wurde die Zellvitalitateittels WST-1-Vitalitatstests bestimmt. Es wurden
dreifach Bestimmungen (n = 3) durchgefuhrt undMitelwerte sowie deren Standardabweichungen
und Signifikanz (** = p<0,01) dargestellt. Die Zellvitalitditen wurden irel®ion zu den mit
Negativkontrolle-behandelten Zellen gesetzt.

Die Zellen beider Ansatze zeigten eine durchsdiohi# Zellvitalitat von ca. 54 %.
Interessanterweise war eine Verringerung der taeisdVirkung von RTA - in Sec6hs-
SiRNA transfizierten HelLa-Zellen zu erkennen. Dadlvtalitat stieg signifikant um ca. 16 %
auf 70 %. Die Resultate deuten darauf hin, das¥Kdeckdown von Sec@ilin HeLa-Zellen

DEL verursacht. Dennoch war bei See6l

eine protektive Wirkung gegeniber Rf;
.gesilencten" HeLa-Zellen nach Toxinbehandlung ejeengere Zellvitalitat als bei den mit
Negativkontrolle-behandelten Zellen zu erkennenQ@{). Bei der Bestimmung der
Zellvitalitaten von Sec6l-siRNA transfizierten Zellen konnte eine signifikemAbnahme

der Zellvitalitdt um ca. 18 % verglichen zu untrf@merten bzw. ctrl-siRNA transfizierten
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Zellen beobachtet werden. Der Verlust von Sec&dlbst ruft daher eine toxische Wirkung in
HeLa-Zellen hervor (Abbildung 30).
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Abbildung 30: Auswirkungen der siRNA-Behandlung auf die Zellvitalitat von HelLa-Zellen.
1,2 x 16 Zellen wurden mit ctrl- bzw. SecgtsiRNA transfiziert und nach 24 h erneut mit der
jeweiligen siRNA nachtransfiziert. Die Zugabe voegdsdtivkontrolle (160 pg/ml) erfolgte nach 96 h.
Nach weiteren 24 h wurden die Zellvitalitaiten ngt&VST-1-Vitalitatstests bestimmt. Es wurden
dreifach Bestimmungen (n = 3) durchgefuhrt undMitelwerte sowie deren Standardabweichungen
und Signifikanz (** = p<0,01) dargestellt. Die Zellvitalitditen wurden irel®ion zu den mit
Negativkontrolle-behandelten Zellen der jeweiligersitze gesetzt.

Auch bei der Inkubation mit RT"°F- wurde ein &hnlicher protektiver Effekt durch das
Sec6bi-,Silencing” in HeLa-Zellen induziert (Abbildung RINach der Toxinbehandlung war
eine signifikante Erhéhung der Zellvitalitdt in $&g;-SiRNA transfizierten Zellen (92 %)
gegenuber untransfizierten Zellen (71 %) sichtbBie Zellvitalitat von ctrl-siRNA
transfizierten Zellen lag bei 83 % und war im Védum& zu untransfizierten Zellen leicht
erhoht, weshalb kein signifikanter Unterschied am &ec6d-,gesilencten™ Zellen bestand
(p = 0,069). Tendenziell scheinen aber auch d&@N#i behandelte Zellen sensitiver auf die
Behandlung mit RTAs °5- zu reagieren. Wahrend bei den XTT-basierten Ttititiests
kein Unterschied in der Zellvitalitdt zu erkennearwPunkt 3.1.2), deuten die Resultate der
WST-1-Messungen von untransfizierten Zellen moglieleise auf einen schwachen
Unterschied zwischen RTA™E" (71 %) und RTAi°F- (54 %) hin.
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Abbildung 31: Effekt des Sec6&-Knockdowns auf diein vivo Toxizitat von RTAs 5" in Hela-
Zellen. 1,2 x 16 Zellen wurden mit ctrl- bzw. SecgtsiRNA transfiziert und nach 24 h erneut mit
der jeweiligen siRNA nachtransfiziert. Die ZugabenVvRTAys P (160 pg/ml) erfolgte nach 96 h.
Nach weiteren 24 h wurden die Zellvitalititen ngt&VST-1-Vitalitatstests bestimmt. Es wurden
dreifach Bestimmungen (n = 3) durchgefihrt undMittelwerte sowie deren Standardabweichungen
und Signifikanz (* = p<0,05) dargestellt. Die Zellvitalitdten wurden inel®ion zu den mit
Negativkontrolle-behandelten Zellen gesetzt.

Insgesamt konnte somit gezeigt werden, dass diari@ing von HelLa-Zellen mit Secq1
siRNA zu einer signifikanten Verringerung déervivo Toxizitdt von RTAys - bzw.
RTAuis °E- fiihrt. Bei ctrl-siRNA transfizierten Zellen ist igegen ein &hnlich toxischer
Effekt beider Toxinvarianten wie bei untransfizesrtZellen zu beobachten. Aufgrund der
fehlenden Toxizitdt bei rekombinantem RJAkonnten die Auswirkungen eines Seg6l

Knockdowns nicht néaher analysiert werden.
3.4.2 Bestimmung der Zellzahl von siRNA behandelten Zelle

Um einen zusatzlichen Anhaltspunkt zu bekommeneimbVerlust von Sec6il zu einer
Verringerung dein vivo Toxizitat von RTA4s °=- und RTAis - filhrt, wurde die Zellzahl
der unterschiedlich transfizierten Ansatze mited@rnverglichen. Hierzu wurden die Zellen
nach der Zellvitalitditsbestimmung geerntet und delizahl im automatisierten Zellzahler
Countles& Automated Cell Counter von Invitrogen bestimmt. WigAbbildung 32 zu sehen
ist, filhrt die Zugabe von RTAPE" bzw. RTAi"°F- zu einer starken Abnahme der Zellzahl
auf 47% bis 56 % in ctrl-siRNA transfizierten HeEallen. Auch bei den untransfizierten
KDEL

Ansatzen war eine ahnliche Verringerung der Zellzedch Behandlung mit RTs
(57 %) und RTAis °F- (61 %) zu sehen (Daten nicht gezeigt). Sowohl itramsfizierten
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(Daten nicht gezeigt) als auch ctrl-siRNA trangfizen Zellen (103 %) war hingegen keine
Veranderung der Zellzahl verglichen zur Negativkolteé nach Inkubation mit RTAs zu
erkennen, was sich mit den Vitalitatsresultaterktland auf eine fehlende toxische Wirkung
hindeutet. Im Vergleich zu den Zellvitalitaten ustheiden sich die Zellzahlen von ctrl-
siRNA transfizierten Zellen nach Behandlung mit REARF bzw. RTACF- nicht
signifikant und stimmen mit den relativen Zellzahlevon untransfizierten Zellen

weitestgehend Uberein (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 32: Bestimmung der Zellzahl von mit ctrl-siRNA transfizierten Hela-Zellen.
1,2 x 1G Zellen wurden mit ctrl-siRNA transfiziert und nagd h erneut mit der jeweiligen siRNA
nachtransfiziert. Die Zugabe der entsprechenden-Raanten bzw. Negativkontrolle (160 pg/ml)
erfolgte nach 96 h. Nach 120 h wurden die Zellerriget und die Zellzahl mittels Zellzahler
bestimmt. Es wurden dreifach Bestimmungen (n =8Yhigefihrt und die Mittelwerte sowie deren
Standardabweichungen und Signifikanz (* = 0,05, ** = p< 0,01) dargestellt.

Parallel dazu durchgefuhrte Zellzahlbestimmungenn vB8ec6i;-UTR transfizierten
HelLa-Zellen deuten abermals darauf hin, dass Sebéilder Toxizitat der mit zusatzlichem
ER-Retentionssignal modifizierten RTA-Varianten eesinentscheidende Rolle spielt
(Abbildung 33). Im Vergleich zu untransfiziertendumit ctrl-siRNA transfizierten Zellen
zeigten mit Sec6lsiRNA transfizierte Zellen eine deutlich geringédenahme der Zellzahl
nach Toxinbehandlung. Auch die statistische Auswgyt konnte keinen signifikanten
Unterschied zwischen mit Toxin behandelten und Nagativkontrolle behandelten Zellen
feststellen. Die Abnahme der Zellzahl von RjAbehandelten Zellen um ca. 10 % ist
vermutlich auf den toxischen Effekt des Sacgilencings” zurlickzufiihren (Abbildung 31).
Insgesamt decken sich die Ergebnisse der Zellzsiiiveung in etwa mit den Resultaten der
Zellvitalitatsmessung und unterstitzen somit diernMdung, dass Sec&l an der
Retrotranslokation von RTAPF- und RTA4is<°F- beteiligt ist.
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Abbildung 33: Bestimmung der Zellzahl von Sec6l-UTR-siRNA transfizierten HelLa-Zellen.
1,2 x 16 Zellen wurden mit SecGl-siRNA transfiziert und nach 24 h erneut mit dewgdigen
siRNA nachtransfiziert. Die Zugabe der entsprecbBandRTA-Varianten bzw. Negativkontrolle
(160 pg/ml) erfolgte nach 96 h. Nach 120 h wurdén Zkllen geerntet und die Zellzahl mittels
Zellzahler bestimmt. Es wurden dreifach Bestimmun@e = 3) durchgefihrt und die Mittelwerte
sowie deren Standardabweichungen dargestellt.

3.4.3 Biochemischer Nachweis des Sea-Knockdown

Neben der Bestimmung der Zellvitalitdt und Zellzahirde zuséatzlich Uberprift, ob eine
effiziente Proteinreduzierung von Sea6hittels sSIRNA-Behandlung erzielt wurde. Dadurch
sollte sicher gestellt werden, dass fir die beotesehAbnahme dein vivo Toxizitat von
RTA4is PF- bzw. RTA4isCF- der verringerte Sec6dProteingehalt verantwortlich war. Dazu
wurden die Zellen nach der Zellzahlbestimmung lysiend die Zellextrakte mittels
SDS-PAGE aufgetrennt. AnschlieRend erfolgte dieekt@in von SecGd sowiep-Aktin mit
Hilfe spezifischer Antikorper durch Western-Analygainkt 2.3.1 und 2.16).

Abbildung 34 zeigt beispielhaft die Bestimmung dRsstproteingehalts von Seebgines
Knockdown-Experiments. Dabei waren deutliche SedBdnden bei untransfizierten
(-siRNA) und mit ctrl-siRNA transfizierten Zellent¢trl) zu erkennen, die auf Hohe der
Positivkontrolle (RM) liefen. Bei der Positivkonti® handelte es sich um gereinigte rauhe
Mikrosomen, bei denen Seabiehr effizient nachweisbar ist. Die Transfektiom $ec6h-
UTR-siRNA (+Sec6},) fuhrte hingegen zu einer starken ReduzierungBaedenstarke. Im

Western-Blot waren in allen vier Spuren nur sehmsxche Signale zu sehen.

114



Ergebnisse Sauger

- siRNA + ctrl + Sec61,,
- - = | - =
= = = = = =
=) =] a a a =]
@»n IW !w =m gm » =m !m
< < < < < < < < <
¥ = = = M = = e M = = =
Z ¢ 2 ¥ 7 2 &£ 2 =z & x x RM
- e — A —— = -
S e R G ——— ‘— Sec6la
B —— — = -

—— —— -.Wp — PB-Aktin

Abbildung 34: Knockdown von Sec6#& in HeLa-Zellen und Nachweis der Proteinreduzierung
durch Western-Analyse.1,2 x 16 Zellen wurden mit ctrl- und Sec§tUTR siRNA transfiziert und
nach 24 h erneut nachtransfiziert. Zuséatzlich wardetransfizierte Zellen mitgefuhrt (-siRNA). 96 h
nach der Transfektion wurden die Zellen mit dergdstellten RTA-Varianten bzw. Negativkontrolle
(NK) behandelt und weitere 24 h bei 37°C und 5 % i@Kubiert. Danach wurden die Zellen geerntet,
lysiert, mittels SDS-PAGE aufgetrennt und abscldrelim Western-Blot mit Hilfe primarer Anti-
Sec6h- und sekundarer HRP-gekoppelter Anti-rabbit-Antper analysiert (Tabelle 7).

Zur Bestimmung des Restproteingehalts wurden dieteftbanden der entsprechenden
Spuren (NK, RTAis, RTAus °t- und RTA4is°FY) densitometrisch quantifiziert, der
Proteingehalt auf-Aktin normiert und der Mittelwert der entsprechendAnsatze (-siRNA,
+ctrl, und +Sec64;) gebildet (n =4). Der relative Proteingehalt wairdbschlieRend in
Verhéltnis zu den parallel dazu mitgefihrten mit-&iRNA transfizierten Ansatzen gesetzt.
In Abbildung 35 ist der relative SeagProteingehalt von zwei unabhéangigen Knockdown-
Experimenten (n = 8) dargestellt. Der zellularet@irgehalt an Secalwurde durch den
Einsatz der Sec@l-siRNA signifikant reduziert. Nach 120 h betrug deroteingehalt
durchschnittlich ca. 14 %, wohingegen zwischen bhahdelten (125 %) und ctrl-siRNA
behandelten Zellen (100 %) aufgrund der hohen @taiathweichung keine signifikanten
Unterschiede zu beobachten waren.
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Abbildung 35: Relativer Sec6ti-Restproteingehalt unbehandelter bzw. mit siRNA beandelter
HeLa-Zellen. 1,2 x 16 Zellen wurden mit ctrl- und SecgtsiRNA transfiziert und nach 24 h erneut
nachtransfiziert. Zusatzlich wurden untransfiziefidlen mitgefuhrt (-siRNA). Nach 120 h wurden
die Zellen geerntet, lysiert, mittels SDS-PAGE atifgnnt und abschlielend im Western-Blot mit
Hilfe primérer Anti-Sec6d- und sekundarer HRP-gekoppelter Anti-rabbit-Antge€r analysiert
(Tabelle 7). Zur quantitativen Bestimmung des Resgingehalts wurden die Proteinbanden aus zwei
unabhangigen Experimenten (n = 8) auf die jeweiligelekontrolle §-Aktin) normiert und der
erhaltene Mittelwerte in Verhaltnis zu den mit-cifRNA behandelten Ansatzen gesetzt.

Zusammenfassend konnte durch den Einsatz der SesfRINA eine effiziente Reduzierung
des Sec6d-Proteingehalts erzielt werden. Zusammen mit desufRaten der Zellzahl- und
Zellvitalitatsbestimmungen konnte somit gezeigtdesr, dass eine Verringerung von Sec61
in HeLa-Zellen einen protektiven Effekt gegentib@ARs °F- und RTA4 s °F- vermittelt.

Sowohl Zellzahl als auch Zellvitalitat waren nacloxihzugabe signifikant erhoht. Die
Abnahme dem vivo Toxizitat unterstitzt somit die Theorie, dass Sec€ine wichtige Rolle

bei der Retrotranslokation beider RTA-VariantenelpiZukinftig muss geklart werden, ob

die Beobachtungen auf einer direkten oder indireBeteiligung von Sec@dberuhen.
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3.5 Untersuchungen zurin vivo Toxizitat von RTA in Hefen

Nachdem diein vivo Toxizitdt der unterschiedlichen RTA-Varianten irau§erzellen
(Punkt 3.1.2) verifiziert wurde, sollte deren tatie Wirkung auf Hefe genauer untersucht
werden. In Hefen existiert bereits ein Modell, beim nach intrazellularer Expression von
RTA dessen ER-Zytosol-Retrotranslokation charakikeri werden kann (Let al, 2011a).
Obwohl die Hefe ein vielversprechendes Modellsystéim die Untersuchung von RTA
darstellt, fehlt ein geeignetes Testsystem zur ys®aber Toxinaufnahme und des retrograden
Toxintransport vom Endosom Uber den Golgi-Appatah ZR. Aus diesem Grund lag der
Fokus der nachfolgenden Experimente in der Entwiglleines hefebasierten Testsystems,
um diein vivo Aufnahme und den retrograden Transport von RTAéflen beschreiben zu
konnen. Der enorme Vorteil gegenltber saugerbasidréstsystemen stellt dabei die grol3e
Verfugbarkeit von verschiedenen Hefe-Deletionsmigtandar. So konnten durch ein
umfassendes genetisches Screening Proteine identifiverden, die direkt oder indirekt am
intrazellularen Transport von RTA in Hefen betdiligsind. In weiterfihrenden
Untersuchungen am Sauger konnte deren Einflussdanf Transport von Ricin naher

untersucht werden.

3.5.1 Respirationstest zum Nachweis dein vivo Toxizitat in Hefen

Normalerweise wird extrazellular appliziertes Ridmw. RTA nicht durch Hefezellen
aufgenommen, da die fur die Bindung notwendigen |&dydratstrukturen auf der
Zelloberflache fehlen (Loreét al, 1994). Um dennoch eine Internalisierung des Toxn
erreichen, wurde die Sensitivitat von Hefesphasipla naher analysiert. Durch das Fehlen
der Hefezellwand sollte die Aufnahme der in Punkt Bergestellten wildtypischen RTA-
Varianten gewahrleistet werden. Die Bestimmung iderivo Toxizitat wurde indirekt mit
Hilfe eines Respirationstests durchgefuhrt (Punk#3). Die Methode beruht auf der
Messung der gelésten Sauerstoffkonzentration imilvhedind deren Verdnderung tber die
Zeit. Dies lasst direkte Ruckschlisse auf den Saoférerbrauch der Zellen und somit auf
ihre Vitalitat zu.

Zunachst wurden sowohl intakte wildtypische Heflerelals auch Hefespharoplasten
S. cerevisiaeBY4742) mit den unterschiedlichen Toxinvariant®T Auis, RTA4is Do und
RTA4is °E-) behandelt und die jeweilige Sauerstoffkonzeraratiber einen Zeitraum von
16 h analysiert. Bei intakten Zellen war in allemsédtzen eine schnelle Abnahme der
Sauerstoffkonzentration zu beobachten (Abbildungd)36m Gegensatz dazu war bei

Hefespharoplasten nach der Behandlung mit den reatspnden RTA-Varianten keine

117



Ergebnisse Hefen

Veranderung der Sauerstoffkonzentration Uber derssk#atraum zu erkennen. Die mit
Negativkontrolle behandelten Ansétze (gereinigtesatEvon BL21[pET248) zeigten eine

Verringerung der Sauerstoffkonzentration. Dabei diarAbnahme vergleichbar mit der von
unbehandelten Hefespharoplasten. Aul3erdem zeigtefesphéaroplasten verglichen zu
intakten Hefen eine langsamere Sauerstoffaufnakwvas, zu einer Rechtsverschiebung der
Konzentrationskurve im Diagramm fihrte (AbbildungB3. Interessanterweise waren bei
hohen Toxindosen (40 pug/ml bis 160 pg/ml) keineedsthiede zwischen den Behandlungen
mit RTAuis, RTAuis °o- und RTA4s<c- zu erkennen. Alle Ansatze zeigten einen

vergleichbar konstanten und hohen Level an gel6Sauverstoff iber den Messzeitraum.
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Abbildung 36: Invivo Toxizitdt unterschiedlicher RTA-Varianten gegeniibe wildtypischen
Hefespharoplasten  bzw. intakten Hefezellen S. cerevisiaddY4742). Die gelosten
Sauerstoffkonzentrationen wurden tber 16 h in dewésenheit von 160 pg/ml der entsprechenden
RTA-Varianten bei 30°C und 120 rpm bestimmt. Es dewar dreifach Bestimmungen (n=3)
durchgefuhrt und deren Mittelwerte aufgetragéy).Intakte HefezelleB) Hefespharoplasten.
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Insgesamt deuten die Ergebnisse darauf hin, dasanderschiedlichen RTA-Varianten von
Hefespharoplasten aufgenommen werden und letzééndin Zytosol die Ribosomen
inaktivieren. Im Gegensatz dazu verhindert die \daitld der intakten Hefezellen die
Toxinaufnahme und fihrt zur Resistenz gegenlber detrazellular applizierten
RTA-Varianten. Zusatzlich zeigen die Resultate, sdaie RTA-Variante ohne ER-
Retentionssignal auch eine biologische Aktivitagey@iber Hefesphéaroplasten besitzt, was in
den Toxizitatsuntersuchungen an Saugerzellen geteigt werden konnte (Punkt 3.1.2).

Des Weiteren wurden Hefespharoplasten mit Hitz&timigrten Toxinvarianten inkubiert und
die Abnahme der Sauerstoffkonzentration Uber di¢ Eestimmt. Aufgrund der fehlenden
biologischen Aktivitdt unterschieden sich die Vaft der Sauerstoffkonzentrationen nicht

von denen unbehandelter bzw. Negativkontroll-bebliedAnsatze (Abbildung 37).
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Abbildung 37: In vivo Toxizitat Hitze-inaktivierter RTA-Varianten gegentber wildtypischen
HefesphéaroplastenS. cerevisiad8Y4742).Die gelosten Sauerstoffkonzentrationen wurden @ber

in der Anwesenheit von 160 ug/ml der entsprechendaktivierten RTA-Varianten bei 30°C und
120 rpm bestimmt. Es wurden dreifach Bestimmunges 8) durchgefiihrt und deren Mittelwerte
aufgetragen.

Bei hohen Toxindosen (160 pg/ml) konnten keine iflganten Unterschiede zwischen den
einzelnen RTA-Varianten beziglich der gelosten 8daoHkonzentrationen beobachtet
werden. Deshalb wurden die Messungen bei einemggmen Toxindosis von 10 pg/ml
wiederholt. Wie aus Abbildung 38 zu entnehmen isgtrug die durchschnittliche
Sauerstoffkonzentration bei RTA'PF--behandelten Hefespharoplasten nach 16 h 79,8 %,
wobei die Sauerstoffkonzentrationen bei REA47,1%) bzw. RTACE - (50,5 %)
behandelten Proben signifikant niedriger waren.dBeVarianten, RTAs und RTAs 5
zeigten ahnliche Sauerstoffkinetiken bei niedriJexinkonzentrationen von 10 pg/ml. Die
errechneten p-Werte 0,05 und < 0,01) belegten zudem die Signifikanz der beobaehte

Effekte im Vergleich zu RTAs "t~ (Daten nicht gezeigt). Zusammenfassend deuten die
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Daten darauf hin, dass das hefespezifische ER-&Ratemignal HDEL einen effizienteren
retrograden Transport von RTA gewadhrleistet als sdibeim saugerspezifischen
ER-Retentionssignal KDEL der Fall ist. Im Vergleizh Sédugerzellen scheint das Anfligen
eines KDEL-Motivs auch keine signifikante Steigeguter Toxizitat in Hefesphéaroplasten zu

bewirken.
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Abbildung 38: In vivo Toxizitat unterschiedlicher RTA-Varianten gegenibe wildtypischen
HefesphéaroplastenS. cerevisiadBY4742). Die Sauerstoffkonzentrationen wurden tber 16 lkdan
Anwesenheit von 10 pg/ml der entsprechenden RTAaviten bei 30°C und 120 rpm bestimmt. Es
wurden dreifach Bestimmungen (n = 3) durchgefihd deren Mittelwerte aufgetragen.

3.5.2 Bestatigung derin vivo Toxizitat mittels PI-Fluoreszenz-Test

Um die Starke und Signifikanz des hefebasierten HoRizitatstests mit einer weiteren
Methode zu bestatigen, wurde ein zusatzlicher Tesrwendet. Dazu wurden
Hefespharoplasten bzw. intakte Zellen mit den eatdpenden RTA-Varianten lber 24 h
inkubiert, danach mit Propidium-Jodid (Pl) angefafunkt 2.14.4) und abschliel3end die
resultierenden Fluoreszenzintensitaten bestimmgieiiiete Zellen nehmen Pl auf, wodurch
sich der Farbstoff in die DNA und RNA einlagert, svazur Verschiebung des
Emissionsmaximums fiihrt. Die Zunahme der PI-Fluoegag ist somit ein Zeichen fiur die
toxische Wirkung der einzelnen RTA-Varianten. Nuei tHefespharoplasten war ein
signifikanter Anstieg der Fluoreszenzintensitateracm der Behandlung mit den
unterschiedlichen RTA-Varianten (40 ug/ml) zu erik@m, wohingegen intakte Zellen keine
Zunahme der Fluoreszenz zeigten (Abbildung 39).Reeultate stimmen mit den Daten der

Sauerstoffmessungen tUberein und untermauern saariedtungsfahigkeit des Testsystems.
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Abbildung 39: PI-Fluoreszenz von Hefespharoplasterbzw. intakten wildtypischen Hefezellen
nach Behandlung mit unterschiedlichen RTA-Varianten Die Zellen wurden in Anwesenheit von
40 pg/ml der dargestellten RTA-Varianten 24 h @G und 120 rpm inkubiert. Es wurden funffach
Bestimmungen durchgefuhrt (** = p < 0.01, *** = p &001). Die erhaltenen Fluoreszenzwerte
wurden mit denen der Positivkontrolle (100 %) vietgtn. Als Positivkontrolle dienten Hitze-
inaktivierte Zellen (95°C, 20 min).

3.5.3 Effekte verschiedener Deletionsmutanten auf dian vivo Toxizitat von RTA

Da die endozytotische Aufnahme einer begrenzteraineon RTA-Molekllen das Abtoten
einer einzelnen Zellen vivo induziert, wurde untersucht, ob einend3-Deletionsmutante
einen resistenten Phanotyp gegeniber RTA aufwdistlid et al, 1980). Bei der
Aend3Mutante sind frihe Schritte der ,Fluid phase"-Emytose sowie der Rezeptor-
vermittelten Endozytose blockiert, wodurch die Aalime der einzelnen Toxinvarianten
verhindert werden sollte (Ratks al, 1993).Aend3Hefespharoplasten wurden unter gleichen
Bedingungen wie wildtypische Zellen getestet, wodiei effektiver Schutz gegen alle drei
Toxinvarianten (RTAis, RTAuis Do- und RTA4is °=") zu beobachten war. Die Abnahme der
Sauerstoffkonzentration war vergleichbar mit demt@lansiatzen, was auf ein Uberleben
der Zellen hindeutet (Abbildung 40A). Der gleichesistente Phanotyp war auch bei
Hefespharoplasten eingrpl12B-Deletionsmutante zu sehen. Dieser Mutante fehltRedtein
der grol3en ribosomalen 60S Untereinheit, wodurch dellen resistent gegeniber einer

intrazellularen RTA-Expression sind (Schnoder, 2009

121



Ergebnisse Hefen

A
80 - 5
—_ 70 -
260 -
= 50 NI
o 40 - ;-
2 30 - 1‘!{'&‘1&‘
e
%8 - .-._'_::‘._“ i"‘.‘._ ‘le“*Hi
= l-‘__' .- & & &
0 mmﬁw
0o 1 2 3 4 5 o6 7 8§ 9 10 11 12 13 14 15
B) Zeit [h]
=
Q
2
0 rrrrrrrrroeroerrrrrrrrrrerrrerrrrrrrrrrrrrrrr T T

o 1 2 3 4 S 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

Zeit [h]

-9~ RTAKEL @ RTAWEL @ RTA & unbehandelte Zellen -4 Negativkontrolle

Abbildung 40: In vivo Toxizitat unterschiedlicher RTA-Varianten gegentibe Hefesphéaroplasten
verschiedener Hefe-DeletionsmutantenS. cerevisiaddY4742). Die Sauerstoffkonzentrationen
wurden dber 16 h in der Anwesenheit von 160 pg/ell entsprechenden RTA-Varianten (siehe
Legende) bei 30°C und 120 rpm bestimmt. Es wurdeifath Bestimmungen (n = 3) durchgefihrt
und deren Mittelwerte aufgetrage®d) Endosomale Deletionsmutanteend3 (B) Ribosomale
Deletionsmutantarpl12B.

Die Etablierung eines innovativen und sensitivenst3gstems zur Untersuchung des
retrograden Transports von RTA konnte durch diedfxrpente erfolgreich abgeschlossen
werden. Das neue Testsystem bietet kiinftig die Mbkgit, verschiedene Deletionsmutanten
auf deren Beteiligung am Toxintransport zu testémsétzlich bestatigten die Daten, dass
rekombinant exprimiertes R aus E. coli durchaus eine biologische Aktivitat besitzt.
AulRerdem fuhrt das Anfiigen eines hefespezifischRrREtentionssignals HDEL zu einer
signifikanten Steigerung der Toxizitdt von RTA, wulegen das KDEL-Motiv keine

Zunahme der Toxizitat in Hefen vermittelt. Zudenielgen die resistenten Phanotypen von
Aend3und 4rpl12B, dass alle RTA-Varianten durch Endozytose intesreat werden und

ihre toxische Wirkung auf die Inaktivierung der éeifjenen Ribosomen zurtickzufiihren ist.
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3.6  Untersuchungen zum retrograden Transport von RTA inHefen

Da die externe Zugabe von REAeinein vivo Toxizitdt in Hefespharoplasten hervorruft,
wurde neben dem Sauerstoff-basierten Testsystenk{Bub.1) ein weiteres Testsystem zur
Untersuchung des retrograden Transports entwiokafbauend auf den Untersuchungen von
Schnoéder (2009) bestand das Anliegen darin, eifadies und sensitives Testsystem zu
etablieren, das ein kostengunstiges und schnetlee&ing verschiedener Deletionsmutanten
mit Defekten im intrazellularen Transport erlaubie Methode basiert auf der indirekten
Bestimmung des Zellwachstums durch diesivo Translation eines GFP-Reporterplasmids
und der anschlieBenden Messung der resultierendéR-FBioreszenz mit Hilfe eines
Fluoreszenzreaders. In der vorliegenden Arbeit eutds von Schndder (2009) konstruierte
Reporterplasmid pRS315-Kg8GFP verwendet (Abbildung 41 und Tabele Dabei handelt
es sich um ein Fusionsprotein bestehend aus dehtefién Kodon-optimierten yGFP und der
Signalsequenz des Killertoxins K28. Das Reporteskakt befindet sich unter der Kontrolle
eines Galaktose-induzierbaren Promotors, wodurslsede GFP-Expression gezielt induziert

werden kann.

EcoRl Sall
signal i
| _peptide _ s
1| K28 yGFP 831

ARS

Abbildung 41: Schematische Darstellung des GFP-Reperplasmids pRS315-K28sGFP. Das
Fusionsgen steht unter der transkriptionellen KalerdesGALI-Promotors undCYCZETerminators,
was eine induzierbare GFP-Expression erlaubt. DizaAl der Aminosauren sowie die verwendeten
Restriktionsschnittstellen sind angegeben.
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Zu Beginn des Versuchs wurden die zu testendentypikthen Hefen bzw. Hefe-
Deletionsmutanten voB. cerevisiaddY4742 mit dem Reporterplasmid pRS315-K2&FP
transformiert. Nach Kultivierung und Entfernung dllwand durch Zymolyase-Behandlung
wurde die Expression des GFP-Reporterplasmids im j@eveiligen Hefespharoplasten
induziert und zeitgleich RT4s bzw. Negativkontrolle von aul3en zugegeben. DiesKigin
der GFP-Fluoreszenz wurde im Fluoreszenzreader ysiedl und die relativen
Fluoreszenzwerte der einzelnen Deletionsmutantémem wildtypischen Werten verglichen.
Die Inaktivierung der Ribosomen und die damit vedene Hemmung der
Proteinbiosynthese durch RTA sollten sich in einerminderten GFP-Fluoreszenz
widerspiegeln. Deletionsmutanten mit erhohter GRibieszenz deuten somit darauf hin,
dass die in den Mutanten fehlenden Genprodukte rdarazellularen Transport von RTA
beteiligt sind. Der schematische VersuchsablaufMisotiterplatten-GFP-Reportersystems
ist in Abbildung 42 verdeutlicht (Punkt 2.14.5).
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Abbildung 42: Experimentelles Setup des Mikrotiterpatten-GFP-ReportersystemsNachdem die
entsprechenden Hefestamme mit dem ReporterplasRBB5-K28sGFP transformiert wurden,
erfolgte die Kultivierung bis zur exponentiellena3k. Danach wurde die Zellwand entfernt und
2 x 10 Hefespharoplasten in 96 Well Mikrotiterplatten gemit. Unter induzierenden oder nicht-
induzierenden Bedingungen wurden 160 pg/ml RIBzw. Negativkontrolle hinzugegeben und die
GFP-Fluoreszenz im Fluoreszenzreader tber 20 h ggmme Abschlie3end wurden die Daten der
getesteten Hefe-Deletionsmutanten ausgewertet itraem Wildtyp verglichen.
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3.6.1 Validierung des GFP-Reporter-Testsystems

Um sicherzustellen, dass eine Hemmung der Protesgbihese auch eine Reduzierung der
GFP-Fluoreszenz induziert, wurden induzierte wpitghe Hefespharoplasten, die das
Reporterplasmid besalRen, mit dem Antibiotikum Geimet(G418) behandelt und die
Entwicklung der GFP-Fluoreszenz analysiert. Dabmhibiert das Antibiotikum den
Elongationsschritt wahrend der Translation, woduwlah Proteinbiosynthese eukaryotischer
Zellen irreversibel blockiert wird (Bar-Nuet al, 1983). Im Vergleich zur Negativkontrolle
zeigten Geneticin-behandelte Zellen eine sehr schevaGFP-Fluoreszenz nach 20 h
(Abbildung 44). Die Inhibition der Proteinbiosyneebeeinflusst direkt die Bildung der GFP-
Fluoreszenz. Mit Hilfe des GFP-Fluoreszenz-Tesesgstkann somit der Effekt von extern

appliziertem RTA untersucht werden.

100 (n=6)

GFP-Fluoreszenz [ %]
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Abbildung 43: Inhibition der Proteinbiosynthese durch Geneticin induziert verringerte GFP-
Fluoreszenz. S. cerevisiae BY4742 wurde mit dem Reporterplasmid pRS315-4X8FP
transformiert und die GFP-Fluoreszenz der Zellert iilfe des GFP-Fluoreszenz-Tests in
Anwesenheit bzw. Abwesenheit (Negativkontrolle) \800 pg/ml Geneticin (G418) bestimmt. Die
Mittelwerte (20 h-Messpunkt) sowie deren Standangathungen sind angegeben. In Klammern sind
zusatzlich die Anzahl der Einzelmessungen dardegt®l. Die ermittelten Fluoreszenzwerte der
Negativkontrolle wurden auf 100 % gesetzt.

Daher wurde im nachsten Schritt die Fluoreszenzwittypischen Hefespharoplasten in der
Anwesenheit von RTAs bzw. Negativkontrolle bestimmt und die Resultaié induzierten
und nicht-induzierten Zellen verglichen. Durch deinsatz der Negativkontrolle sollte eine
maogliche negative Auswirkung auf die Expression @&FP ausgeschlossen werden. Wie in
Abbildung 44 zu sehen, war kaum eine Fluoreszenz %§ in nicht-induzierten Proben

detektierbar. Induzierte Zellen (105,9 %) zeigteneeéahnlich starke Fluoreszenz wie
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Negativkontroll-behandelte Zellen (100 %), wohingeglie Behandlung mit RT4 zu einer
signifikanten Abnahme der Fluoreszenz auf 52,8 #&tél Die Resultate belegen, dass der
toxische Effekt von RTA mit Hilfe des in der voujenden Arbeit entwickelten

GFP-Fluoreszenz-Testsystems indirekt bestimmt wekdean.

1204 100 @=12) 1059 @=12) 5.5 (n=6) 52,8 (n=12)
e
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Abbildung 44: Behandlung mit RTA induziert eine Abnahme der GFP-Fluoreszenz.
S. cerevisia®Y4742 wurde mit dem Reporterplasmid pRS315+4¢X8FP transformiert und die
GFP-Fluoreszenz der Zellen mit Hilfe des GFP-Flapeaz-Tests unter induzierenden (+Gal) und
nicht-induzierenden (-Gal) Bedingungen bestimms&alich wurden induzierte Hefespharoplasten in
Anwesenheit von RTA (160 pg/ml) bzw. Negativkon&ol(NK) inkubiert. Die Mittelwerte
(20 h-Messpunkt) sowie deren Standardabweichunigerasigegeben. In Klammern ist zusatzlich die
Anzahl der Einzelmessungen dargestellt (n). Dieitegtten Fluoreszenzwerte der Negativkontrolle
wurden auf 100 % gesetzt.

Im zweiten Schritt der Validierung des GFP-FluoegszTestsystems wurde der Einfluss von
extern appliziertem RTA auf die GFP-Expression then Hefe-Deletionsmutantefderl,
Ahrdl, Ayos9undAnupl20untersucht. Derlp als auch Hrd1lp sind an der Ratrslokation
von intrazellular exprimierten RTA in Hefen betgiliund sollten daher eine verminderte
Fluoreszenz im Testsystem zeigen éLial, 2011a). Im Gegensatz dazu hat die Deletion von
YOS9 keinen Einfluss auf den Toxintransport in Hefeni (et al, 2011a). Die
Deletionsmutanteinupl120weist einen Defekt in einem nicht-essentiellenrif@ren-Protein
auf und sollte somit nicht am Wirkmechanismus vohARbeteiligt sein (Aitchisoret al,
1995). Beide Mutanten dienten als Negativkontralied es sollte keine Veranderung der
Fluoreszenz verglichen zum Wildtyp sichtbar seiai Blerl und4hrd1 war eine Zunahme
der Fluoreszenz auf 82,1 % und 85,7 % zu beobachigiingegen beilyos9(55,7 %) und
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Anup120 (52,0 %) kein signifikanter Unterschied zu wildgghen Zellen erkennbar war
(Abbildung 45). Die Resultate entsprechen somikegan Erwartungen.

Um nur solche Hefe-Deletionsmutanten zu identifeaie die einen starken Einfluss auf den
intrazellularen Transport von RTA haben, wurde BbsBend ein Signifikanz-Schwellenwert
definiert. Da die erhaltenen Fluoreszenzwerte @@ldn Positivkontrollentderl und Ahrd1
zwischen 80 % und 85 % lagen, wurde der Schwellenswd 75 % festgelegt. Dieser Wert
liegt rund 25 % Uber dem durchschnittichen Wernh voxinbehandelten, wildtypischen
Zellen, wodurch falsch positive Ergebnisse verhihderden sollten.

Insgesamt konnte die Leistungsfahigkeit des GFRfEBrzenz-Testsystems durch die
Versuche untermauert werden. Die RTA-bedingte Hengnder Proteinbiosynthese kann
indirekt anhand der GFP-Fluoreszenz verfolgt wer@amit steht eine weitere Methode zur
Verfigung, um potentielle, am retrograden Transpont RTA beteiligte Proteine in Hefen zu

identifizieren.
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Abbildung 45: Validierung des GFP-Fluoreszenz-Teststems. Hefespharoplasten der

unterschiedlichen Deletionsmutant&derl, Ahrd1, AyosQundAnupl120wurden unter induzierenden

Bedingungen 20 h in Anwesenheit von 160 pg/ml RIAzw. Negativkontrolle inkubiert und die

GFP-Fluoreszenz der Zellen bestimmt. Die Mittelwert20 h-Messpunkt) sowie deren

Standardabweichungen sind angegeben. In Klammerussitzlich die Anzahl der Einzelmessungen
dargestellt (n). Die Fluoreszenzwerte wurden in aReh zu den Werten der jeweiligen

Negativkontrolle gesetzt.
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3.6.2 Screening von Mutanten mit Defekten im retrogradenlransport

Nach der Etablierung und Validierung des Testsystemurden unterschiedliche Hefe-
Deletionsmutanten untersucht, die am retrogradensport in Hefen beteiligt sind. Zunachst
wurde der Transport von den Endosomen zum TGN néatlearakterisiert. Der
Ypt6p-vermittelte Transport spielt dabei eine enésdende Rolle und wurde genauer
begutachtet (Bonifacino und Rojas, 2006; Li und kéar 1996; Luo und Gallwitz, 2003).
Ypt6 stellt eine wichtige GTPase dar, die vorwiatyeie Fusion von endosomalen Vesikeln
mit dem TGN reguliert. Zusatzlich unterliegt die Base einer strengen Regulation durch
Rgplp und Riclp. Beide Proteine bildem vivo einen Komplex und fungieren als
Nukleotidaustauschfaktor fur Ypt6p (Siniossogketual, 2000). Es ist zudem bekannt, dass
der siRNA-vermittelte Knockdown des Sauger-Homolags Ypt6p, Rab6a, zu einem
reduzierten toxischen Effekt von Ricin auf HeLal&elfihrt (Moreatet al, 2011; Utskarpen
et al, 2006). Des Weiteren wurde analysiert, inwiewedhsder Verlust von einzelnen
Komponenten des GARP-Komplexes sowie von Tlg2pdauf Transport von RTA auswirkt.
In Hefen setzt sich der GARP-Komplex aus den PmeteiVps51p, Vps52p, Vps53p und
Vps54p zusammen. Der Komplex vermittelt dabei dadodkken von Transportvesikeln am
TGN (Moreauet al, 2011; Perez-Victoria und Bonifacino, 2009). DeAR3?-Komplex ist
ebenfalls in der Lage, mit Syntaxin 16 (Stx16), d&auger-Homolog von Tig2p, zu
interagieren (Perez-Victoria und Bonifacino, 2009owohl Stx16 als auch einzelne
Komponenten des GARP-Komplexes sind fur den inti@daeen Ricin-Transport von
essentieller Bedeutung (Moreatal, 2011).

Verglichen zu wildtypischen Zellen zeigtemypt6 (104,1 %), Argpl (98,1 %), Avps54
(11,5 %) undAavps51 (101,3 %) eine signifikante Zunahme der GFP-Flsmeaz. Dabei
erreichte die Fluoreszenz der Deletionsmutantericiien Werte wie mit Negativkontrolle
behandelte Zellen (100 %). Unter dem Schwellenwent 75 % blieben nutvps52(52,5 %)
und 4tlg2 (66,9 %) (Abbildung 46). Die GTPase Ypt6p sowieetleRegulator Rgplp sind
demnach entscheidend am RTA-Transport in Hefenliggténteressanterweise sind nur die
Komponenten Vps54p und Vps51p in den Toxintransporolviert, wohingegen Vps52p
keine Rolle zu spielen scheint. Auch Tlg2p liegtaurdem definierten Schwellenwert, wobei
eine leichte Fluoreszenzzunahme von ca. 16 % zewdmen war.

Des Weiteren wurde der Einfluss des Membranprot&fii2p néher untersucht. Dieses
Hefeprotein hat Ahnlichkeiten zum Syntaxin 5 desdgiis und ist wahrscheinlich in Hefen in
den retrograden Transport zum Golgi-Apparat inv@tviConchonet al, 1999). Kirzlich

konnte gezeigt werden, dass Syntaxin 5 wichtigd&m Transport von Ricin im S&uger ist.
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Die Behandlung mit Retro-2 schiitzt Mause vor elaglen Dosis von Ricin. Dabei inhibiert
Retro-2 selektiv die Fusion von Syntaxin 5-positikéesikeln mit dem TGN in Saugerzellen
(Stechmannet al, 2010). Die GFP-Fluoreszenz vofsft2 stieg signifikant auf 84,1 %

(Abbildung 46). Ahnlich wie bei Saugerzellen, békisst der Verlust von Sft2p auch den
retrograden Transport von RTA in Hefen.
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Abbildung 46: Rolle von Sft2p, Tlg2p, Ypt6p, Rgplpsowie von Komponenten des GARP-
Komplexes beim retrograden Transport von RTA in Heken. Hefespharoplasten der dargestellten
Deletionsmutanten wurden unter induzierenden Bemliggn 20 h in Anwesenheit von 160 pg/ml
RTA4s bzw. Negativkontrolle inkubiert und die GFP-Fluszenz bestimmt. Die Mittelwerte
(20 h-Messpunkt) sowie deren Standardabweichungehasngegeben. In Klammern ist die Anzahl
der Einzelmessungen dargestellt (n). Die Fluoreszerte wurden in Relation zu den Werten der
jeweiligen Negativkontrolle gesetzt.

Als nachstes wurde ein weiterer wichtiger Protemptex, das Retromer, genauer analysiert.
Die Aufgabe dieses Komplexes besteht in der Foonation Transportvesikeln an den
Endosomen, die fir den Transport zum Golgi-Apphaestimmt sind (Johannes und Popoff,
2008). In Hefen beinhaltet der Komplex die Proté¥ips5p, Vpsl7p, Vps35p, Pep8p/Vps26p
und Vps29p (Seamaat al, 1998). Moreauwet al (2011) konnten in siRNA-Knockdown
Experimenten keine Beteiligung des Retromers fe#st Saugerzellen zeigten eine
unveranderte Sensitivitat gegeniber Ricin. Um dieaBon in Hefen zu klaren, wurden die
Hefe-Deletionsmutanten aller Retromer-Komponenteit Hhilfe des GFP-Fluoreszenz-
Testsystems untersucht. In Abbildung 47 sind digeBnisse zusammengefasst. Bpep8
Avpsh Avpsl? Avps29und Avps35waren keine signifikanten Zunahmen in der Fluoeagz
nach Toxinbehandlung zu beobachten und entspracheretwa den wildtypischen
Fluoreszenzwerten. Zuséatzlich wurde noch der Essfluon Snx4p und Snx41lp untersucht.
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Dabei handelt es sich um zwei Sorting-Nexine, disammen mit dem Retromer fir den
Rucktransport von Proteinen, wie z. B. Snclp, vamdsom zum TGN verantwortlich sind
(Hettemaet al, 2003).4snx41(52,8 %) zeigte ahnliche Fluoreszenzwerte wie tyigche

Zellen, wohingegen die Fluoreszenz vasnx4 (37,1 %) unter der des Wildtyps lag
(Abbildung 47). Anhand der Fluoreszenzdaten spi¢tetromer sowie das Sorting-Nexin

Snx41p keine Rolle beim retrograden Transport V@A i Hefen.
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Abbildung 47: Beteiligung des Retromers sowie der @ting-Nexine Snx4p und Snx4lp am
Endosom-Golgi-Transport von RTA in Hefen. Hefespharoplasten der dargestellten
Deletionsmutanten wurden unter induzierenden Besliggn 20 h in Anwesenheit von 160 pg/ml
RTA4s bzw. Negativkontrolle inkubiert und die GFP-Fluszenz bestimmt. Die Mittelwerte
(20 h-Messpunkt) sowie deren Standardabweichunihasngegeben. In Klammern ist die Anzahl
der Einzelmessungen dargestellt (n). Die Fluoreseerte wurden in Relation zu den Werten der
jeweiligen Negativkontrolle gesetzt.

Im letzten Teil der Untersuchungen zum Endosom-isbignsport von RTA in Hefen wurde
die Beteiligung des COPIB-vermittelten Transportemv Endosom zum TGN naher
betrachtet. Hierzu wurden die zwei Hefe-Deletionsanten Agcsl und 4sec28 getestet.
Gceslp stellt einen Regulator dar und vermittelt @PI1-Vesikeltransport vom Endosom
zum Golgi, wobei Sec28p eine Untereinheit des QGoatoUnterkomplexes B darstellt
(Eugsteret al, 2000; Robinsoret al, 2006). In Hefen ist Sec28p fur die Stabilititsdie
Komplexes verantwortlich. Die Fluoreszenzwerte vigtsl (66,3 %) und4sec28(59,6 %)
lagen deutlich unter dem definierten Schwellenwakbildung 48), so dass beide Resultate

auf eine fehlende Beteiligung des COPIB-vermitteRI A-Transports in Hefen hindeuten.
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Abbildung 48: Einfluss des COPIB-vermittelten Endosm-Golgi-Transports auf den RTA-
Transport in Hefen. Hefespharoplasten der dargestellten Deletionsrtedanvurden unter
induzierenden Bedingungen 20 h in Anwesenheit v60 [ig/ml RTA;s bzw. Negativkontrolle
inkubiert und die GFP-Fluoreszenz bestimmt. Die téllerte (20 h-Messpunkt) sowie deren
Standardabweichungen sind angegeben. In KlammedieisAnzahl der Einzelmessungen dargestellt
(n). Die Fluoreszenzwerte wurden in Relation zu\d&rten der jeweiligen Negativkontrolle gesetzt.

Neben dem retrograden Transport vom Endosom zungi Galrden im weiteren Verlauf
unterschiedliche Deletionsmutanten mit Defekten Golgi-ER-Transport nédher analysiert.
Bislang ist der Transportmechanismus im Saugersabr wenig verstanden und beruht zum
Grof3teil auf Vermutungen und Theorien. Neueste i8tudeuten jedoch darauf hin, dass
ERGIC2 eine entscheidende Aufgabe bei diesem Toatssiritt Gbernimmt (Moreaat al,
2011). Der Knockdown von ERGIC2 in Saugerzellenrtfidu einer Resistenz gegenuber
hohen Ricin-Dosen. Hefen besitzen ein ERGIC2-hogedo Protein, Erv4lp, welches
zusammen mit Erv46p einen aktiven Komplex bilded awischen ER und Golgi zirkuliert
(Otte und Barlowe, 2002). Bei der DeletionsmutalBte46p war eine leichte signifikante
Zunahme der Fluoreszenz (77,5 %) verglichen zundtl zu beobachten (Abbildung 49).
Nachdem die vermutliche Beteiligung von Erv46p amanBport von RTA gezeigt werden
konnte, wurden die beiden Regulatoren der Arf-G€Rasslo3p und Gealp, untersucht.
Dabei reprasentiert Glo3p ein Arf-aktivierendestéiro(ARF-GAP), welches den Golgi-ER-
Transport vermittelt und die Bildung von COPI-Vedik reguliert, wohingegen Gealp einen
Guanin-Austauschfaktor fir die Arf-GTPasen dars{géwis et al, 2004; Pooret al, 1999;
Spanget al, 2001). In Hefen konnte gezeigt werden, dass détddtidaustausch an den Arf-

GTPasen durch Gealp vermittelt wird und dieser éd®zessentiell fir den Golgi-ER-
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Transportin vivo ist (Peyrocheet al, 1996). Die Deletionen voGEA1 (83,5 %) undGLO3
(104,1 %) besalRen einen starken Einfluss auf deansport von RTA. Nach
Toxinbehandlung Uberschritten die Fluoreszenzwaete Schwellenwert von 75 % in beiden
Fallen (Abbildung 49). Die Regulation der Arf-GTRasist vermutlich wichtig fur den
effizienten Toxintransport in Hefe. Zugleich deutiets auf die Beteiligung der Arf-GTPasen
am Golgi-ER-Transport von RTA in Hefen hin.

AuRRerdem wurde der Einfluss der Deletionsmutant¢sec22 und Arerl auf den
RTA-Transport charakterisiert. Es ist bekannt, dasslp an der Golgi-Membran lokalisiert
ist und wabhrscheinlich fir den Riucktransport eif®gihe von ER-Membranproteinen
verantwortlich ist (Sat@t al, 2001). Im Gegensatz dazu stellt Sec22p ein r{SEA/&rotein
dar, welches im Komplex mit Betlp, Boslp und Sedékommt (Liu et al, 2004). Der
Komplex zirkuliert zwischen Golgi- und ER-Komparemt und ist sowohl am retrograden als
auch anterograden Transport von Hefen beteiligh (wnd Barlowe, 2002). Aufgrund der
Tatsache, dass das saugerspezifische Sec22p-Hon®én@2B, wichtig fir dien vivo
Toxizitat von Ricin ist, wurde der Einfluss vatsec22mit Hilfe des GFP-Fluoreszenz-Tests
in Hefen charakterisiert. Der Verlust voBEC22 (93,2 %) als auchRER1 (83,7 %)
verursachte eine starke Fluoreszenzzunahme in Aemlieg von RTA, was auf die
Beteiligung beider Transportrouten am retrogradean3port von RTA hindeutet (Abbildung
49).
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Abbildung 49: Beteiligung der Deletionsmutantenderv46, 4glo3, Ageal,dsec22und Arerl am
Golgi-ER-Transport von RTA in Hefen. Hefespharoplasten der unterschiedlichen
Deletionsmutanten wurden unter induzierenden Besliggn 20 h in Anwesenheit von 160 pg/ml
RTA4s bzw. Negativkontrolle inkubiert und die GFP-Fluszenz bestimmt. Die Mittelwerte
(20 h-Messpunkt) sowie deren Standardabweichunihasngegeben. In Klammern ist die Anzahl
der Einzelmessungen dargestellt (n). Die Fluoreseerte wurden in Relation zu den Werten der
jeweiligen Negativkontrolle gesetzt.
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Abschlie3end wurde der Einfluss von drei weiterefdfroteinen (Syn8p, Ssolp und Snclp)
auf den Toxintransport untersucht (Aaétbal, 1993; Lewis und Pelham, 2002). Vermutlich
spielen alle Proteine bei der Endozytose in Hefea Rolle (Gurunathaet al, 2000; Lewis

et al, 2000). Um die Beteiligung der Proteine an der&ytbse von RTA zu verifizieren,
wurden die dazugehdrigen Deletionsmutanten mi@®-Fluoreszenz-Tests analysiert. Wie
in Abbildung 50 zu erkennen, bestatigt die Zunahdee Fluoreszenz verglichen zum
Wildtyp, dass die Deletion voBYN8(82,8 %),SSO1(78,2 %) als aucBNC1(85,4 %) einen

starken Effekt auf den Toxintransport in Hefen hat.
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Abbildung 50: Rolle von Syn8p, Ssolp sowie Snclpibder Endozytose von RTA in Hefen.
Hefesphéaroplasten der dargestellten Deletionsnmeramtirden unter induzierenden Bedingungen 20 h
in Anwesenheit von 160 pg/ml RTA bzw. Negativkontrolle inkubiert und die GFP-Fluszenz
bestimmt. Die Mittelwerte (20 h-Messpunkt) sowigate Standardabweichungen sind angegeben. In
Klammern ist die Anzahl der Einzelmessungen daefjestn). Die Fluoreszenzwerte wurden in
Relation zu den Werten der jeweiligen Negativkoligrgesetzt.

Insgesamt konnten in der vorliegenden Arbeit samierschiedliche Hefe-Deletionsmutanten
identifiziert werden, die am retrograden Transpam RTA beteiligt sind. Die meisten der
identifizierten Proteine besitzen Sauger-Homolatje, auch beim intrazellularen Transport
von Ricin eine entscheidende Rolle spielen. Jeaagiden dartber hinaus auch Kandidaten,
wie z. B. Rerlp, entdeckt, deren Homolog im Saugslang noch nicht mit dem Transport
von Ricin in Zusammenhang gebracht wurde. Moglieleesse konnen kinftige
Untersuchungen an Saugerzellen die Beteiligungndeer vorliegenden Arbeit identifizierten

Kandidatenproteine am Intoxifikationsmechanismus Racin bestatigen.
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3.6.3 Untersuchungen zur Verwendung des Testsystems fluefespezifische Toxine

Neben der Untersuchung des retrograden TransportsRTA sollte tGberprift werden, ob
auch der intrazellulare Transport anderer hefefipeaer Toxine, wie z. B. K28 oder K1,
durch das GFP-Fluoreszenz-Testsystem naher chasaktewerden kann. Analog zu den
RTA-Studien wurdeS. cerevisiaeBY4742 sowohl mit dem Killertoxin K28 als auch K1
behandelt und die Entwicklung der GFP-Fluoreszestitmmt. Im Gegensatz zu den RTA-
Analysen wurde der pH-Wert des stabilisierten LéaHdediums mit Hilfe eines Mclllvaine-

Puffers auf pH = 4,7 eingestellt, um optimale Begdimgen fir K28 zu schaffen. Bei den
Versuchen wurden die Hefesphéaroplasten jeweils 0@ pul K1 bzw. K28 (100-fach

konzentrierte Kulturiberstande) behandelt (zur Mguhg gestellt von Thorsten Hoffmann).
Im Vergleich zur Negativkontrolle fihrte die Beh&nmfy mit K28 und K1 zu einer deutlichen
Abnahme der GFP-Fluoreszenz (Abbildung 51). BeiNegativkontrolle handelt es sich um
Zellen, die mit 100 pul Macllvaine-Puffer pH 4,7 lagldelt wurden. Die Fluoreszenz von
K28-behandelten Hefespharoplasten betrug 52,7 %ingegen die Behandlung mit K1 eine

Abnahme der Fluoreszenz auf 25,1 % verursachte.
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Abbildung 51: Hefesphéaroplasten zeigen eine verrirggte Fluoreszenz im GFP-Fluoreszenz-
Testsystem nach Behandlung mit den Killertoxinen K& und K1. S. cerevisia®Y4742 wurde mit
dem Reporterplasmid pRS315-K2&FP transformiert und die GFP-Fluoreszenz miteHiles GFP-
Fluoreszenz-Tests in Anwesenheit von 100 pg ei@ffach konzentrierten Probe von K28 bzw. K1
bzw.  Negativkontrolle  bestimmt. Die  Mittelwerte  (BE@Messpunkt) sowie deren
Standardabweichungen sind angegeben. In KlammedieisAnzahl der Einzelmessungen dargestellt
(n). Der Fluoreszenzwert der Negativkontrolle wuadé 100 % gesetzt.
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Die Resultate der beiden Toxine kdnnen jedoch niakgéreinander verglichen werden, da die
eingesetzten Toxinkonzentrationen nicht identisanenw. Dennoch bestatigen die Daten, dass
die Analyse des intrazellularen Transports von K8l K1 mit Hilfe des GFP-Fluoreszenz-

Testsystems moglich ist.

3.7  Untersuchungen zum ER-Import von K28pgsRTA in Hefen

Neben der Entwicklung innovativer hefebasierter t3yeteme wurde abschlieRend die
intrazellulare Expression von RTA in Hefen nahetewsucht. InS. cerevisiaegkann die
ER-Zytosol-Retrotranslokation von RTA mit Hilfe em artifiziellen Testsystems analysiert
werden (Liet al, 2011a; Simpsoret al, 1999). Dabei wird RTA durch ein N-terminales
ER-Importsignal in das ER-Lumen dirigiert, wodurémne in vivo Toxizitat in Hefen
hervorgerufen wird (Liet al, 201la; Lord et al, 2005; Simpsonet al, 1999).
Interessanterweise scheinen nicht alle potentieE€tSignalsequenzen einen effizienten
Import von RTA in das ER zu gewéhrleisten. Zum Bigisvermittelt die Signalsequenz des
ER-luminalen Hefechaperons Kar2p einen effizienfeminimport, wobei das Anfiigen der
Pra-Signalsequenz des Killertoxins K28 zu keinerhmeisbaren Import von RTA in Hefen
fuhrt (Schndder, 2009; Simpseah al, 1999). Normalerweise sollte RTA wie auch im s
K28-Vorlaufertoxins mit Hilfe dieser Signalsequemmosttranslational in das Hefe-ER
transportiert werden (Riffeet al, 2002). Zwar konnte ein vermindertes Wachstum nach
intrazellularer Expression von Kg8RTA in Hefezellen beobachtet werdgedoch war der
biochemische Nachweis des ER-Imports dieser Toxiante nicht méglichDennoch deutete
die verminderte invivo Toxizitdt in verschiedenen Mutanten mit Defektem i
posttranslationalen ER-Import, im Signalpeptidaserglex sowie in zytosolischen
Chaperon-Mutanten indirekt auf einen ER-Import \RRA hin (Schnoder, 2009). Daher
kann davon ausgegangen werden, dass die K28-Puiikeqngeeignet fir den ER-Import
von RTA ist. Im Gegensatz dazu konnten bereits @nBeoteine, wie z. B. GFP, durch das
Anfugen einer K28-Pra-Pro-Sequenz erfolgreich is B& unterschiedlicher Hefegattungen
importiert werden (Eiden-Plackt al, 2004). Deshalb wurde in der vorliegenden Arbeit
untersucht, ob die Pra-Pro-Signalsequenz von KZBis9 einen effizienteren Import von
RTA in Hefen vermittelt.
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3.7.1 Untersuchungen zur Toxizitat von K28ppgsRTA in Hefen

Zunachst wurden zwei unterschiedliche Toxinfusionemnstruiert. Hierzu wurde die
wildtypische bzw. mutierte RTA-Sequenz mit den jéigen SOE-Primern (Tabelle 10) aus
dem Ausgangsplasmid pRS316-KarRTA bzw. pJC2433gem-pre_RTA_delfdabelle 5)
amplifiziert. Parallel wurde auch die K28pp-Sigrajsenz unter Verwendung der jeweiligen
SOE-Primer aus dem Ausgangsplasmid pPGK-M28-1 Istelie (Tabelle 5). In einem
zweiten Schritt wurde die Signalsequenz mit derenschiedlichen RTA-Sequenzen mittels
SOE-PCR fusioniert, wodurch die Konstrukte K28pRTA bzw. K28ppsRTAFP
entstanden (Abbildung 52). Danach wurden beide Kokte mitEcoRl und Sal restringiert
und in den Zentromervektor pRS3GRErd2.93-V5-Suc2A-His3CYCLTT (pRS316.PT)
einkloniert. Die Konstrukte stehen dabei unter Kentrolle eines Galaktose-induzierbaren

Promotors, wodurch ihre intrazellulare Expressiegutiert werden kann.

EcoRI Sall
963 bp
|
Kzsppss I RTAE17D ]
EcoRI Sall
963 bp
I
K28ppg I RTA ]

Abbildung 52: Konstrukte zur intrazellularen Expression von RTA in Hefen.Die verwendeten
Restriktionsschnittstellen der 5- bzw. 3-Endenws® die Basenanzahl der Konstrukte sind
dargestellt.Die Fusionen wurden mittels PCR und SOE-PCR am@ifi und anschliel3end durch
EcaRlI/Sal-Restriktion in den Zentromervektor pRS316.PT eimgcht.

Um diein vivo Toxizitat der Konstrukte in Hefen zu bestatigenyde S. cerevisiadBY4742
mit den beiden Plasmiden transformiert (Punkt 2.812d die toxische Wirkung im
Wachstumstest (Punkt 2.14.1) analysiert. In Ahbilgl 53 sind beispielhaft die Resultate
eines Wachstumstests dargestellt. Unter reprimienenBedingungen (Glukose) war bei
beiden Konstrukten ein Wachstum bis zur geringsterdiinnungsstufe zu beobachten. Auch
unter induzierenden Bedingungen (Galaktose) wardeeimutierten RTA"2-Toxinfusion
kein vermindertes Wachstum der Hefen zu erkenndas. ibtrazellulare Expression der
wildtypischen RTA-Toxinfusion flhrte hingegen zunei starken Wachstumshemmung,
womit diein vivo Toxizitat der wildtypischen RTA-Variante bestatigerden konnte. Nur in
den ersten zwei Verdiinnungsstufen®@ad 16) war ein Zellwachstum zu erkennen. Der
fehlende Toxizitatsnachweis der mutierten RTA™Variante ist wahrscheinlich auf dessen

50-fach reduzierte Aktivitdt zurtickzufiihren. Der der vorliegenden Arbeit verwendete
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Wachstumstest scheint nicht sensitiv genug zu se&m, schwache toxische Effekt der
RTAF"Pvariante zu detektieren. Die Resultate stehen rnude Einklang mit friiheren
Arbeiten, bei denen ebenfalls kein vermindertes Mgaon nach Expression der mutierten
K28ssRTAF’P beobachtet werden konnte, wohingegen die wildeygisVariante K28
RTA das Hefewachstum inhibierte (Schnéder, 2009).

d/o Glukose d/o Galaktose

105 105 104 10° 100 10 106 105 104 10° 10* 10

Abbildung 53: Untersuchung der invivo Toxizitdt von verschiedenen RTA-Varianten in

S. cerevisiaeBY4742. Die eingesetzten Konstrukte wurden in den Zentregidor pRS316.PT
einkloniert, mit Hilfe der LiAc-Methode in die Hefé&. cerevisiaeBY4742 eingebracht und
anschlieRend ein Wachstumstest durchgefithrt (PRiikt1). Es wurden 1 x i®lefezellen geerntet
und in 50ul Ura-d/o-Raffinose-Medium aufgenommen und eineatdgmische Verdinnungsreihe
hergestellt. Von jeder Verdunnungsstufe wurden jeul5auf Ura-d/o-Platten mit Glukose
(reprimierende Bedingungen, links) und Galaktoseluzierende Bedingungen, rechts) aufgetropft,
die Platten 5 d bei 30°C inkubiert und abschlielasl Zellwachstum analysiert.

3.7.2 Invitro Translation der verschiedenen RTA-Varianten

Da es mit Hilfe der konventionellen Western-Analysieht mdglich ist, die Expression
verschiedener RTA-Fusionen in Hefen nachzuweisemdevin der vorliegenden Arbeit die
radioaktive Proteinmarkierung eingesetzt. Diesetlidbusensitivere Methode wurde bereits
von Schndder (2009) zur Detektion von RTA in Heé#ngesetzt und ist besonders fir den
Nachweis von geringen Proteinmengen geeignet. Umdam spateren radioaktiven
Markierungsexperimenten die korrekte Detektion idevivo translatierten Toxinbanden zu
erleichtern, wurden in einem Vorversuch sowohl ay®solisch exprimierte RTA-Variante
(Schnoder, 2009) als auch ein RTA-Konstrukt mit pR&ignalpeptid am N-Terminus
in vitro transkribiert und translatiert (Punkt 2.13). AngeRend wurden die Ansétze in einer
SDS-PAGE aufgetrennt, mittels Phosphoimager aretysnd mit einem mitgefiihrten'€
markierten Proteinstandard verglichen (Punkt 2)12D& den meisten DNA-Molekiilen eine
RNA-Polymerase-Bindungsstelle fehlt, wurde die gesdiite DNA zuvor in den Vektor
pJC2433gem-pre_RTA delta einkloniert. Dieser vdrfiiiger eine derartige Bindungsstelle

und kann zurin vitro Transkription eingesetzt werden. Fir alle weiteradioaktiven
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Markierungsexperimente wurden lediglich die abgesidten Toxinkonstrukte RTA’’P
und K28ppsRTAF P eingesetzt, da diese RTA-Varianten deutlich wanigeisch fiir die
Hefezellen sind als die entsprechenden wildtypisdR&€A-Konstrukte. Die in Abbildung 54
dargestellten RTA2Derivate wurden in den ,multi-copy“-Vektor 2433gem

pre_RTA delta (Tabelle 6) einkloniert und muwvitro Transkription/Translation eingesetzt.

EcoRI Xhol
I 816 bp I
[ RT AE177D ]
EcoRI Sall
963 bp

Abbildung 54: Schematische Darstellung der Konstruke zur invitro Transkription und
Translation in Hefen. Die Restriktionsschnittstellen der 5’- bzw. 3’-Endsowie die Basenanzahl der
Konstrukte sind dargestellDie Fusionen wurden mittels PCR und SOE-PCR ammifi und
RTAF® durchEcaR1/Xhd-Restriktion bzw. K28ppsRTAF’® durchEcoRI/Sal-Restriktion in den
~multi-copy“-Vektor pJC2433gem-pre_RTA_delta eingadtht.

Die einzelnen RTA"2Varianten konnten nach dém vitro Synthese im Phosphoimager
nachgewiesen werden (Abbildung 55). Wie erwartelf, tie Bande von zytosolischem
RTAFY® auf der Hohe von ca. 32 kDa, wahrend bei dem Kokstmit K28-Pra-Pro-
Signalpeptid (K28pgsRTAF "D eine Bande bei ca. 37,2 kDa zu erkennen war.

1 2 3 kDa

97

69
s (@)vitro Translation, pPGEM-RTA""P

4 (B)vitro Translation, pGEM-K28pp-RTAF P

@Y-markierter ProteingréRenstandard
K28ppg-RTAEID
RTAE177D 30

12

Abbildung 55: Nachweis der verschiedenern vitro translatierten RTA"®-Varianten mittels
SDS-PAGE und PhosphoimagingpGem-RTA'"® bzw. pGem-K28pg-RTA™ "® wurden zunachst
durch Restriktion mit dem Restriktionsenzytmdlll linearisiert und die DNA anschlie3end mittels
Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol prazipitiert. Dahawurde die DNA zuiin vitro Transkription
eingesetzt. Nach dém vitro Translation wurden die Proben mittels SDS-PAGHEetwénnt und 72 h
in einer Exponierkassette exponiert, bevor dasi@&hosphoimager analysiert wurde.
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3.7.3 Markierungsexperimente (,Pulse-Labeling”) zum Nachweis des ER-Imports

Nachdem die genaue BandengroéRRe von unprozessi&28ppssRTA™ P in vitro bestatigt
werden konnte, wurde im Folgenden der ER-ImportTaedinvariantein vivo charakterisiert.
Um einen GrolRenvergleich zu haben, wurde devitro translatierte Probe von
PGEM-K28ppsRTAF P als GroRenstandard mitgefilhrt. Zur Charakterisigrudes
ER-Imports von RTA wurdeS. cerevisiaeBY4742 mit dem Plasmid pRS316-K28gp
RTAEY™ transformiert und die Zellen nach dem in PunkR2 1beschriebenen Protokoll
radioaktiv markiert. Nach der Markierung wurden dedlen lysiert, RTA mittels Anti-RTA-
Antikdrpern immunprazipitiert und der Glykosyliegszustand durch EndoH-Behandlung
Uberprift. Das Enzym spaltet die Bindung zwischemizN-Acetylglukosamin-Molekilen
und entfernt somit vorhandene Glykosylierungen aotdthen, wodurch eine maogliche
Glykosylierung von RTA nachgewiesen werden kannr Nachweis der Glykosylierung
stellt wiederum ein indirektes Indiz fur den ER-lonpdes Toxins dar, da diese Modifikation
nur im ER erfolgen kann. Die Detektion der Toxintban erfolgte mittels SDS-PAGE und
anschlie3ender direkter Autoradiographie.

Da aus friheren Untersuchungen bekannt ist, dassnevivo Expression von pRS316-Kar2-
RTAF"Pin Hefen zu einem effektiven ER-Import von RTA fijtwurde in der vorliegenden
Arbeit zunachst der ER-Import einer Kar2-RFA™-Variante analysiert (Schnéder, 2009;
Simpsonet al, 1999). Das verwendete Plasmid pRS316-Kar2-BTR stammt aus der
Arbeit von Schndder (2009). Wie in Abbildung 56sshen ist, konnten zwei immunreaktive
Toxinbanden nachgewiesen werden. Bei der unteremddéhandelt es sich um nicht-
glykosyliertes, prozessiertes RTA, wahrend die eld@ande glykosyliertem, prozessiertem
RTA entspricht (Simpsost al, 1999). Die Behandlung mit EndoH fiihrte zu einemiftSler
oberen, glykosylierten RTA-Bande auf die Hohe voglykosyliertem, prozessiertem RTA,
wodurch ein ER-Import der Variante eindeutig begtaverden konnte.

Bei dem Konstrukte K28-RTR'"Pwar hingegen nur eine einzelne immunreaktive Bande
erkennen, die auf Hohe der vitro Probe lief (Abbildung 57). Nach EndoH-Behandlung
konnte keine Verringerung der Bandengrt3e beobaelelen, weshalb davon auszugehen
ist, dass es sich bei der detektierten Bande umudprozessierte Toxinvariante vor dem
Eintritt in das ER handelt. Aufgrund der fehlendg&lykosylierung der Bande kann auch ein
effektiver ER-Import wie im Falle von Kar2-RTA"P ausgeschlossen werden. Auch die
Behandlung mit dem Proteasomeninhibitor MG132, wodduein zu rascher Abbau der
glykosylierten RTA-Form verhindert werden sollteyathte keine Verbesserung der
Ergebnisse (Abbildung 57)
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Die beobachteten Ergebnisse stimmen mit den Urdkrusigen von Schndder (2009) lberein,
in denen auch kein effizienter Import von RTA miilfel einer N-terminalen K28-Pra-
Signalsequenz erzielt werden konnte.

Insgesamt fuhrte auch die Verwendung der K28-PoaH&gion zu Kkeiner sichtbaren
Verbesserung des Toxinimports in das ER. Sowohl @lgkosylierung als auch die
Abspaltung der Signalsequenz konnte nicht nachg®niaverden. Der sensitive Phanotyp
von wildtypischen BY4742-Zellen gegentber K28pBTA lasst jedoch vermuten, dass ein
Teil des Toxins in das ER-Lumen eintritt und wietlansloziert wird, um im Zytosol seine
toxische Wirkung zu entfalten. Es kdnnen jedochgalr wenige Toxinmolekiile sein, da sie

trotz der sensitiven Markierungsmethode nicht nashgsen werden konnten.

Kar2-RTAE17D

EndoH - +

gRTA

RTA

Abbildung 56: Nachweis des ER-Imports von Kar2-RTAin S. cerevisiaeBY4742. Hefezellen
wurden mit dem Konstrukt pRS316-Kar2-RTAP® (Tabelle 6) transformiert und die Zellen nach dem
in Punkt 2.12.1 beschrieben Protokoll radioaktivkieat. Nach dem ,Labeling” wurden die Zellen
lysiert und die RTA-Moleklle mit Anti-RTA-Antikbérgemmunprazipitiert. Danach wurde die Probe
gesplittet und 3 h bei 37°C in Anwesenheit (+) bAbwesenheit (-) von EndoH inkubiert und zur
SDS-PAGE eingesetzt (Punkt 2.12.4). Die Detektioar dProben erfolgte mittels direkter
Autoradiographie (Punkt 2.12.2). (gQRTA = glykoswljeprozessierte Form; RTA = unglykosyliert,
prozessierte Form)

K28ppg-RTAE77D

N
=
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=
=
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K28ppg-RTAETD _,

Abbildung 57: Nachweis des ER-Imports von K28pgsRTA in S. cerevisiae BY4742.

S. cerevisiadBY4742 bzw.4iselZellen (MG132-Behandlung) wurden mit dem KonstrpRS316-
K28ppssRTAFY P (Tabelle 6) transformiert, die Zellen in Anweseri{@) bzw. in Abwesenheit (-)
des Proteasomeninhibitors MG132 (Punkt 2.12.5)iveait und anschlieend nach dem in Punkt
2.12.1 beschrieben Protokoll radioaktiv markieracN dem ,Labeling” wurden die Zellen lysiert und
die RTA-Molekile mit Anti-RTA-Antikdrper immunprégitiert. Danach wurde die Probe gesplittet
und 3 h bei 37°C in Anwesenheit (+) bzw. Abwesenfigivon EndoH inkubiert und zur SDS-PAGE
eingesetzt (Punkt 2.12.4). Die Detektion der Prodrdolgte mittels direkter Autoradiographie (Punkt
2.12.2). Zum GroRRenvergleich der entsprechemu@ivo Proben wurde dim vitro translatierte Probe
von K28ppsRTAF™P(in vitro, Spur 1) mitgefiihrt.
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4. Diskussion

Der intrazellulare Transport in eukaryotischen ¢&ell beinhaltet ein komplexes
Zusammenspiel aus verschiedenen retrograden urefogrdden Transportmechanismen
sowie deren Regulatoren. Dabei entsteht ein Fle@®gjewicht zwischen den einzelnen
Transportwegen, wodurch die Zusammensetzungen sdigieFunktionen der zellularen
Kompartimente gewabhrleistet werden (Bonifacino trwjas, 2006). Bei der Intoxifikation
von Zellen durch bakterielle und pflanzliche A/Bxiite spielen genau diese zelleigenen,
retrograden Transportwege eine entscheidene RBHadviget al, 1992; Sandviget al,
2004). Im Allgemeinen binden die Mitglieder der AI®xin-Familie mit Hilfe ihrer
B-Untereinheit an die Oberflaiche der Zielzelle. Bam wird eine Vielzahl von Toxinen,
darunter auch das Shiga-Toxin, retrograd in dastrBRsportiert, wobei die B-Untereinheit
teilweise auch am intrazellularen Toxintransporteligt ist (Sandviget al, 1992). Die
A-Untereinheit hingegen stellt die toxische Komputeedar, die ihre Wirkung meistens im
Zytosol der Zielzelle entfaltet. Im Laufe der Evibbn haben die verschiedenen Toxine
unterschiedlichste Mechanismen entwickelt, um ndeh Zellbindung in das Zytosol der
Zielzellen zu gelangen (Falnes und Sandvig, 20D@f Diphterie-Toxin sowie der Letal-
oder Edema-Faktor des Anthrax-Toxins konnen beraiss frihen endosomalen
Kompartimenten in das Zytosol dislozieren, wob& AiUntereinheiten von Ricin oder des
Pertussis- und Cholera-Toxins erst aus dem ER snZg#osol retrotranslozieren (Abrarat
al., 2005; Falnes und Sandvig, 2000). Nur ein gen&eestandnis Uber Toxinaufnahme und
-transport kdnnen dazu beitragen, die unterscluleelti Intoxifikationswege mit neuartigen
Inhibitoren zu blockieren sowie effiziente Theraj@asatze gegen die jeweiligen Toxine zu
etablieren. Andererseits kann die medizinische dfansg vom Potential vieler Toxine
profitieren und sich deren Eigenschaften zur Belangp von menschlichen Krankheiten,
wie z. B. Krebs, zu Nutze machen (Turturro, 200%).diesem Zusammenhang konnten
bereits fokale Dystonien oder Hyperhydrosis duréd Werwendung des hochtoxischen
Botulinum-Toxins gelindert werden (Kostrzewa undg@a-Aguilar, 2007). Neben den
Anwendungen in der Medizin werden die A/B-Toxinedear Forschung auch als Modelle
eingesetzt, um die weitestgehend unbekannten ratteg Transportmechanismen genauer zu
analysieren.

Auch bei dem Pflanzentoxin Ricin handelt es sichaimA/B-Toxin, welches retrograd vom
Endosom uber den Golgi-Apparat zum ER transponiiend (Rapaket al, 1997). Nach der
ER-Retrotranslokation der A-Untereinheit kommt em iZytosol zur spezifischen
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Depurinierung der 28S rRNA eukaryotischer Ribosomevas zur Hemmung der
Proteinbiosynthese und zum Zelltod fuhrt (Hartlend ULord, 2004a). Obwohl die Struktur
und Wirkweise von Ricin weitestgehend verstandemd,sist relativ wenig Uber dessen
retrograden Transportmechanismus bekannt. Wie #&a&thanderen A/B-Toxinen ist die
B-Untereinheit von Ricin fur die Zellbindung undndeetrograden Toxintransport zustandig
(Sandviget al, 1978). Erstaunlicherweise ist RTA auch ohne R Ber Lage, in das Zytosol
der Zielzelle zu gelangen und die Proteinbiosyrdghmas inhibieren (Walest al, 1993). Die

in vivo Toxizitat von RTA kann zudem durch die Fusion @&#&Retentionssignals KDEL
erhoht werden (MacDonal@t al, 2005). Normalerweise besitzen |0sliche ER-reg&len
Proteine derartige Retentionsmotive, um effizientas ER zurlck transportiert zu werden.
Solch ein Ruckhaltemechanismus konnte bereitsrierdreihe von Organismen, wie z. B.
Pflanzen, Hefen und dem Mensch, identifiziert wardeobei die erkannten Signale in den
einzelnen Organismen variieren konnen (Lewetsal, 1990; Napieret al, 1992). In Hefen
vermittelt der essentielle Membranrezeptor Erd2p &8&R-Ricktransport HDEL-tragender
Proteine (Semenzet al, 1990). In Saugerzellen existieren nach heutigéanddrei KDEL-
Rezeptoren, welche unterschiedliche Spezifitatesitzmn und eine Reihe weiterer Motive,
darunter HDEL, REEL oder PGEL, erkennen (Raykbelal, 2007). Eventuell ist die
gesteigertan vivo Toxizitat von RTAPE" auf eine Interaktion mit einem der drei KDEL-
Rezeptoren zurtickzufihren. Bislang handelt es daliei jedoch nur um Vermutungen, da
die retrograden Transportrouten von RTA und KHA sowie deren Retrotranslokation in
das Zytosol weitestgehend unbekannt sind.

Daher bestand das primare Ziel der vorliegendereifdinerseits darin, dass Verstandis tber
den intrazellularen Transport verschiedener RTARfden in Saugerzellen zu erweitern und
andererseits innovativa vivo Testsysteme zur Analyse des retrograden Transpomt&TA

im ModellorganismusS. cerevisiaegu entwickeln, wobei die gewonnenen Resultatedeei
kinftigen Entwicklung neuer Therapieansatze helfaollen. Zundchst konnten
unterschiedliche Toxinvarianten heterolog kn coli exprimiert und deren biologische
Aktivitat in Sduger- und Hefezellen verifiziert vden. In weiterfihrenden Untersuchungen
konnten weitere Indizien fur die Beteiligung vonc6&. an der ER-Retrotranslokation von
RTA™PEL bzw RTAPEL gesammelt werden. Parallel konnten auch eGFP-eréeki
Toxinvarianten hergestellt werden, die eine zukgeftVisualisierung der Toxinaufnahme
erlauben sollte und erste Hinweise fiir eine Intéoakzwischen RTAP®- und dem HDEL-
Rezeptor Erd23 im Sauger lieferten. AbschlielBendni® mit Hilfe der neuentwickelten

in vivo Testsysteme erstmals ein umfangreiches Modell mirograden Transport von RTA

142



Diskussion

in Hefen postuliert werden, das starke Ahnlichkeiteum Ricin-Transport im S&auger

aufweist.

Herstellung unterschiedlich modifizierter RTA-Varianten

Die Grundlage fur eine Untersuchung der Endozytoed des retrograden Transports
verschiedener RTA-Varianten in Sauger- und Heferelbt die Produktion ausreichender
Mengen an reinen, aktiven Toxinvarianten. Seit d@éer Jahren ist die heterologe Expression
von Fremdproteinen ink. coli Expressionsystem sehr populdr und wird haufig esetgt.
Der Expressionswirt vereint eine kostengunstige sddnelle Produktion mit einer hohen
Syntheserate. Noch heute werden viele biotechrsdbgrelevanten Proteine, wie z. B.
Lipasen und Oxidasen, aber auch saugerspezifisoh@dte im grofRen Maldstab in diesem
Wirt hergestellt (Akbariet al, 2010; Itakuraet al, 1977; Martinez-Martinezt al, 2007).
Auch verschiedene Untereinheiten von A/B-Toxinerg atwa die A-Untereinheit von Ricin,
die B-Untereinheit des Cholera-Toxins oder der Ediakitor des Anthrax-Toxins, konnten
bereits inE. coli exprimiert und mittels Affinitditschromatographiesadem Zelllysat gereinigt
werden (Donget al, 2005; Maet al, 1991; Wale%t al, 1992).

Aus diesem Grund wurden in der vorliegenden Ardestverschiedenen wildtypischen und
mutierten RTA-Toxinkonstrukte in den pET-Expresswektor eingebracht und deren
intrazellulare Expression k. coli charakterisiert. Durch Optimierung der verschieaen
Expressionsparameter konnten sowohl die wildtygachToxinvarianten (RTAs,
RTA4is 55 und RTA4s°FY) als auch die entsprechenden mutierten Toxinvariante
erfolgreich in E. coli exprimiert werden. Die vielversprechensten Expoesergebnisse
konnten bei einer Temperatur von 28°C und einerGfbnzentration von 1 mM erzielt
werden. Bei h6heren Temperaturen konnte eine Zuaaken Proteinaggregation festgestellt
werden. Das Auftreten von ,inclusion bodies" isti béer heterologen Expression
rekombinanter Proteine irkE. coli keine Seltenheit. Das Phanomen trat auch bei der
Expression dedMicrocystis viridis Lectins auf; bei 37°C war das Protein in der Pellet
Fraktion zu finden, wohingegen bei 23°C eine |¢é&id-orm nachweisbar war (lat al,
2011b). Zudem haben die Untersuchungen gezeigt,adas Inkubationsdauer von 2 h bis 6 h
nicht tberschritten werden sollte. Die Erh6hung kheluktionszeiten wirkte sich ebenfalls
negativ auf die Toxinexpression aus; sowohl im éRedlls auch Uberstand konnten nach
24-stundiger Expression keine Toxinbanden der jeyesi Varianten mehr nachgewiesen
werden. Die Veranderung der IPTG-Konzentrationenigtee keine nennenswerten

Unterschiede in den Expressionsraten. Die Paransééien dabei einen Kompromiss aus
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ausreichender Toxinproduktion und minimaler Aggtegiédung dar. Die in der vorliegenden
Arbeit optimierten Bedingungen zur Expression vohAR&hneln bereits friher ermittelten
Expressionsparametern (Walesal, 1993; Wanget al, 2005). Ebenso sind die erhaltenen
Resultate vergleichbar mit RTA-Expressionsversuchrert. coli so waren Walest al
(1993) in der Lage, biologisch aktives RTA und EPA mit Hilfe von E. coli herzustellen.
Zhanet al (2004) und Wangt al (2005) stellten ebenfalls RTA und R&" im groReren

PEL sowie der mutierten

Malflistab inkE. coli her. Die rekombinante Expression von Ry
Toxinvarianten konnte jedoch erstmals in der vgeieden Arbeit beschrieben und etabliert
werden.

Durch die anschlielende Affinitatschromatographae ws moglich, alle unterschiedlichen
Toxinvarianten mittels N-terminalen Hi¥ags aus den Zelllysaten zu reinigen. Mit dieser
Methode wurden bereits unterschiedliche Proteimeyrder auch Toxin-Untereinheiten wie
z. B. Botulinum- und Diphterie-Toxin, aus. coli Lysaten isoliert (Agarwakt al, 2004;
Stefan et al, 2010). Die erhaltenen Reinheiten von ca. 90-95%wie die
Toxinkonzentrationen von bis zu 50 mg/l nach deinigang sind vergleichbar mit friilheren
Arbeiten, bei denen Reinheiten von 90 % und RTAfEgpionsraten von ca. 60 mg/l in
E. coli erreicht wurden (Wangt al, 2005). Um die Toxinausbeuten noch weiter zu ezh{h
ware in Zukunft eine kontrollierte Kultivierung iioreaktor vorstellbar. Darin kbnnten die
optimalen Kulturbedingungen tber den kompletten rEsgionszeitraum konstant gehalten
und Schwankungen, wie sie im Schittelkolben awdtretverhindert werden, wodurch eine
eventuelle Steigerung der Proteinausbeute auf meeggfewie im Fall der B-Untereinheit des
Cholera-Toxins moglich ware (Met al, 1991).

Entscheidend fur die weiterfihrenden Untersuchungamr Endozytose und zum
intrazellularen Transport war die Uberprifung deésldgischen Aktivitat der gereinigten
RTA-Varianten. Nur so konnte sichergestellt werdelass die IinE. coli rekombinant
exprimierten Toxinuntereinheiten eine native undkfionelle Konformation besitzen,
wodurch eine Analyse des intrazellularen Transperss moglich ist. Dien vivo Toxizitat
von Chemikalien, Arzneimitteln oder auch Toxinenrdvimeist indirekt durch die
Bestimmung der Zellvitalitat ermittelt. Der Nachweder Vitalitdt kann dabei Uber die
Aktivitat verschiedener Enzyme, wie z.B. Reduktassder Dehydrogenasen bestimmt
werden (Decker und Lohmann-Matthes, 1988; Gerlied Thomasset, 1986; Nakayarata
al., 1997). Auch die Messung der Respiration wird ltauiur Analyse der Vitalitdt von
Mikroorganismen und S&augerzellen eingesetzt (Deslpaind Heinzle, 2004; Jotet al,
2003). Des Weiteren konnen auch lebende und toterZdurch Farbemethoden wie z. B.
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Trypanblau-Farbung voneinander unterschieden weftdenis und Siegel, 2011). In der
vorliegenden Arbeit wurde dign vivo Toxizitat von RTAPE- durch verschiedene
Nachweismethoden, darunter Trypanblau-Farbung, mebagierte Toxizitatstests (WST-1
und XTT) und Phasenkontrastmikroskopie belegt. &ken sowohl eine Veranderung der
Zellmorphologie als auch eine Abnahme der Zellitdgalvon HelLa- und HEK293T-Zellen
beobachtet werden. Die Resultate stimmen mit ferdintersuchungen tberein, in denen
die in vivo Toxizitat von RTAPE" in HeLa-, MCF-, Jurkart- und Vero-Zellaezeigt werden
konnte (Walest al, 1993; Zharet al, 1998). Ebenso konnte bestatigt werden, dassh die C-
terminale Fusion eines HDEL-Retentionssignals idigivo Toxizitat von RTA gesteigert
wird. Dabei konnte erstmals gezeigt werden, das®BbRTAPF als auch RTAPE- einen
ahnlich toxischen Effekt gegeniber HelLa-Zellen v#aim (Becker und Schmitt, 2011).
Beide Toxinvarianten zeigten eine vergleichbaresdasnd zeitabhangige Verringerung der
Zellvitalitat bei HeLa-Zellen. Da sich RTR® und RTA®F" lediglich in einer Aminoséure
im Retentionsmotiv unterscheiden, liegt die Vermgtunahe, dass sie wahrscheinlich einen
ahnlichen Transportmechanismus nutzen, um das dyter Zielzelle zu erreichen. Wie
bereits beschrieben (siehe Einleitung 1.3), existism Saugerzellen ein spezieller
Ruckhaltemechanismus, der den retrograden Trandfiertesidenter Proteine vermittelt.
Bislang sind drei KDEL-Rezeptoren in Saugerzelleekamnt, die unterschiedliche
Praferenzen fir die jeweiligen ER-Retentionssigriadsitzen (Lewis und Pelham, 1990;
Lewis und Pelham, 1992; Raykhei al, 2007). Erd21 und Erd22 binden dabei bevorzugt
KDEL-tragende Proteine, wohingegen Erd23 vornelMmHOEL-tragende Proteine erkennt
(Raykhel et al, 2007). Es ist vorstellbar, dass die Toxinvariantait zusatzlichem
ER-Retentionssignal im Gegensatz zu unmodifizierhA an einen oder mehrere dieser
Rezeptoren binden und dadurch effizienter in dasti@Rsportiert werden kdnnen. Diese
Vermutung impliziert jedoch, dass RTA alleine enbeutlich verringertan vivo Toxizitat
besitzen sollte als RTR und RTA'PE-. Wales et al (1993) konnten zeigen, dass
unmodifiziertes RTA im Vergleich zu RTR- eine bis um das 250-Fache verringerte
Hemmung der Proteinsynthese in Vero-Zellen indizikduch die gesteigerte Toxizitat von
RTA"PEL unterstiitzt diese Annahme. Bei hohen Konzentratiofl00 pg/ml) kann auch
RTA eine vergleichbare Inhibierung der Proteinbiikese wie RTAP®" induzieren (Wales
et al, 1993). RTA scheint daher deutlich ineffizientasdZytosol der Zielzelle zu erreichen
und ist im Unterschied zu RTRE" erst bei hohen Toxindosen in der Lage, die Rib@soim

Zytosol effizient zu inaktivieren. Der Zusammenhamngischen KDEL-Rezeptoren und
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Toxinwirkung wird zu einem spateren Zeitpunkt derskbission nochmals ausfuhrlich
angesprochen.

Auch in der vorliegenden Arbeit induzierte die Betiimng mit RTA einen deutlich
schwacheren Effekt auf die Zellmorphologie und v#llitdt von Hela-Zellen als die
Behandlung mit RTA®- und RTAPE Allerdings konnte auch bei sehr hohen
RTA-Konzentrationen (160 pg/ml) nur ein schwaclwtigcher Effekt beobachtet werden. In
friheren Arbeiten konnte ebenfalls kein toxischéield bei geringeren Toxindosen von
unmodifiziertem RTA auf Hela-Zellen beobachtet ward(Wanget al, 2010). Zum
Nachweis der RTA-Toxizitdt wurden in beiden Fallemzymbasierte Vitalitdtsassays
eingesetzt. Walest al. (1993) bestimmten die vivo Toxizitat von RTA und RTAPE- durch
Messung der Proteinsynthesehemmung. Der VortegedidMethode liegt vor allem im
direkten und schnelleren Nachweis der Toxizitéh)4wobei bei den enzymbasierten Tests
der Nachweis nur indirekt tber die Messung der chibmdrialen Dehydrogenase-Aktivitat
erfolgen kann. In der vorliegenden Arbeit war déisharst nach 24 h eine signifikante
Abnahme der Zellvitalitéat in HeLa-Zellen zu beobi@rh Mdglicherweise kommt es durch
die RTA-Behandlung zwar zur Hemmung der Proteinpidsese, jedoch reicht der
ineffiziente Transport von RTA zum Wirkungsort nicus, um eine effiziente und schnelle
Abtotung der Zellen zu induzieren, wodurch der rieklie Nachweis tber die Zellvitalitat in
Zellen ausbleibt. Das enzymbasierte Testsystem Zumtem den Nachteil, dass die
mitochondrialen Dehydrogenasen auch nach dem Alestater Sdugerzellen noch tber einen
nicht unerheblich langen Zeitraum in der Lage sihas Substrat umzusetzen. Ein weiteres
Indiz fur diese Vermutung lieferte die Beobachturdgss Hefesphéaroplasten sensitiv
gegenuber extern appliziertem RTA waren und duretBeéhandlung abstarben. Der toxische
Effekt von RTA konnte in drei unterschiedlichen,chittenzymbasierten Testsystemen
detektiert und somit die biologische Aktivitdt vammodifiziertem RTA belegt werden
(vgl. Punkt 3.5 und 3.6). Insgesamt konnten softet\doraussetzungen etabliert werden, um
hochreine, biologisch aktive RTA-Varianten in ausmender Menge IinE. coli zu
produzieren.

Um zukinfig diein vivo Toxizitat der verschiedenen RTA-Varianten in Sdmgken besser
nachweisen zu koénnen, wére eine Etablierung derWateset al (1993) beschriebenen
Nachweismethode zu empfehlen. Damit sollte es rolgsein, sowohl die biologische
Aktivitdt der KDEL- und HDEL-Konstrukte als auchedivon unmodifiziertem RTA zu
bestéatigen. Ein weiterer Vorteil lage in der fridgrezeitlichen Detektion der Toxizitat. Beim
enzymatischen Nachweis konnte dieser erst nach2da erfolgen, wohingegen die
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Proteinhemmung bereits nach 4 h messbar ist (Watled, 1993). Zusatzlich kdnnten die
Auswirkungen verschiedener Inhibitoren, wie z. Br &olgi-Inhibitoren Golgicide A oder
Exo-2, auf dian vivo Toxizitat der einzelnen RTA-Varianten durch eirigiheren zeitlichen
Toxizitatsnachweis analysiert werden. Die im Rahrdenvorliegenden Arbeit verwendeten
Methoden sind hierfiir jedoch ungeeignet, da einstdddige Behandlung von HelLa-Zellen
mit Golgicide A bereits eine starke Reduzierung detlvitalitat um ca. 50 % induziert
(Domenik Rammo, persdnliche Mitteilung).

In der vorliegenden Arbeit konnte anhand des Véigievon wildtypischen und mutierten
RTA-Varianten bestatigt werden, dass ein Verlustlggalytischen RTA-Aktivitat auch zu
einer geringerenn vivo Toxizitat fuhrt. Bislang wurde deren Auswirkungdiglich im
Hefemodell odem vitro charakterisiert (Alleret al, 2007; Dayet al, 1996; Schndder, 2009).
Die fehlenden Unterschiede in der Toxizitat von ierteén, KDEL- bzw. HDEL-tragenden
Toxinvarianten stehen ebenfalls im Einklang mit deesultaten der wildtypischen RTA-
Varianten RTAPES und RTA®PEL. Aufgrund ihrer schwécherdn vivo Toxizitat stellen sie
zudem vielversprechende Kandidaten dar, um in Zig@&m Interaktionsstudien bzw.
Untersuchungen zum intrazellularen Transport vedgewerden zu konnen. Oftmals besteht
die Problematik solcher Studien darin, dass wildiyipes RTA eine zu starke Toxizitat
besitzt, um phéanotypische und biochemische Untaxdehdetektieren zu kdnnen. So kann
beispielsweise die Untersuchung der ER-ZytosoldRetnslokation von RTA in Hefen nur
mit Hilfe abgeschwachter RTA-Mutanten erfolgen @i al, 2011a). AufRerdem kénnen
abgeschwachte Toxine dazu beitragen, die Betetigunon Proteinen, die nur einen
schwachen Einfluss auf den Intoxifikationsmechanisnmaben, nachzuweisen (Schndder,
2009).

Ebenso ware die Etablierung eines von Sturm undaBun (2009) oder Chaddock und
Roberts (1993) beschriebenenvitro Testsystems sinnvoll, um zukinfig die biologische
Aktivitat der rekombinant exprimierten Toxinvariantbestimmen zu kdnnen. Damit kdnnte
sichergestellt werden, dass die beobachteten Editdien nach Behandlung mit identischen
Toxindosen nicht auf unterschiedliche biologiscHeivitaten der einzelnen RTA-Varianten
zuruckzufihren sind. Des Weiteren konnten auch iTligl negative Auswirkungen der
rekombinanten Expression, affinitatschromatogragtéa Reinigung und Umpufferung
analysiert werden. Da erst bei hohen Toxinkonzénotran von 160 pg/ml eine Verringerung
der Zellvitalitat um ca. 70 % zu verzeichnen waantk jedoch davon ausgegangen werden,
dass die katalytische Aktivitat der rekombinantexifivarianten weitaus geringer ist als bei

nativem Ricin.
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Biochemischer Nachweis der Toxinaufnahme

Durch den Nachweis den vivo Toxizitat von KDEL- und HDEL-tragenden Toxinvartan
konnte indirekt belegt werden, dass beide RTA-\frdea von Zielzellen aufgenommen und
bis in das Zytosol transportiert werden. Im Rahrden vorliegenden Arbeit konnte jedoch
der direkte biochemische Nachweis der Toxinaufnahm#els Western-Analyse nicht
erbracht werden. Bei Toxin-behandelten HeLa-Zellanen sowohl nach Detektion mit Anti-
RTA-Antikorpern als auch mit Anti-His-Antikérpernelne Signale bei ca. 31 kDa in den
Zelllysaten zu erkennen. Auch nach Erhthung degesietzten Zellzatduf 4 x16 Zellen
sowie nach Verwendung des Proteasomeninhibitors 32GWwaren keine RTA-Banden
detektierbar. Die Resultate deuten darauf hin, des§Vestern-Analyse nicht sensitiv genug
ist, um die geringe internalisierte Toxinmenge zte#tieren. Van Deurgt al. (1988)
konnten bereits zeigen, dass nur ca. 5 % (entgpcih6-8 x 16Zellen) der endozytierten
Ricin-Molektle den Golgi-Apparat erreichen und destlichen Toxinmolekile entweder
exozytiert oder im Lysosom degradiert werden. Zi&ht kann davon ausgegangen werden,
dass aufgrund der fehlenden RTB-Untereinheit kepezifische Bindung der RTA-Varianten
an die Plasmamembran stattfindet, wodurch die gr@oe Toxinmenge deutlich verringert
ist. Unter Bericksichtigung dieser Einschrankungeheint die Sensitivitat der Western-
Analyse nicht auszureichen, um ein RTA-Toxinsignathzuweisen. Die Resultate stehen
auch im Einklang mit der Literatur, in der bislagigenfalls kein biochemischer Nachweis von
Ricin mittels Western-Analyse beschrieben ist. AGcihndde(2009) war nicht in der Lage,
die intrazellulare Expression von K28-RTA und K28AE'’® mittels Western-Analyse in
Hefen nachzuweisen, obwohl dabei die Toxinmenge Wargleich zur nattrlichen
Intoxifikation erhdht sein sollte. Eventuell findet Hefen eine schnelle Degradation der
RTA-Molekile statt, wodurch deren Menge ebenfatikeuder Nachweisgrenze bleibt.

Um kinftig die Toxinaufnahme und den intrazellufafEransport der RTA-Varianten naher
zu charakterisieren, ware eine nachtragliche r&tiiea Markierung der gereinigten
Toxinvarianten eine vielversprechende Alternatimemehreren friheren Studien konnten die
Endozytose sowie der retrograde Transport von Rmih Hilfe von radioaktivem lod
analysiert und beschrieben werden (Chazeiudl, 1995; Klokket al, 2011; Rapalet al,
1997). Auch andere A/B-Toxine, darunter das Chelaral Diphterie-Toxin, wurden bereits
erfolgreich mit [*°] markiert und deren intrazellulérer Transporvivo analysiert (Dorland
et al, 1979; Janicot und Desbuquois, 1987). Ebenfallangees auch Schndder (2009) und
Li et al.(2011) die intrazellulare Expression verschieddRi€A-Variantendurch radioaktive

Markierung ([$7) in Hefen nachzuweisen. Der biochemische Nachwaisle eine Vielzahl

148



Diskussion

neuer Mdglichkeiten ertffnen. So konnte beispielsevadie zeitliche Internalisierung von
RTAMPE- mit der bereits von Walet al. (1993) beschriebenen Internalisierung von RTA und
RTAXPEL verglichen werden. Des Weiteren kénnte auch dialisation der Toxinvarianten
wahrend unterschiedlicher Zeitpunkte mittels Zaktronierungsstudien nadher analysiert
werden. Zudem bestiinde die Moglichkeit, die Ausumgien verschiedener Inhibitoren, wie

Z. B. Retro-2 oder Exo-2, auf den Transport der R/igkianten zu charakterisieren.

Herstellung fluoreszenzmarkierter Toxinvarianten

Die grundlegende Voraussetzung fur eine fluoresnédamskopische Analyse der
RTA-Endozytose und des intrazellularen Transports die Herstellung aktiver,
fluoreszenzmarkierter Toxinvarianten. Seit der riglfing der Fluoreszenzmikroskopie zu
Beginn des 20. Jahrhunderts hat sich die Techmiligstveiterentwickelt und ist zu einem
wesentlichen Bestandteil der naturwissenschafttichend medizinischen Forschung
geworden. Heute existieren unterschiedliche Vedahrfluoreszenzmarkierte Proteine
herzustellen. Dies kann beispielsweise durch klerganische Fluorophore erfolgen, die
entweder an Antikorper oder direkt an das Protekogpelt werden (Haugland, 1995).
Mehrere Hundert solcher meist unter 1 kDa gro3erbgtaffe sind derzeit kommerziell
erhaltlich. Aufgrund ihrer Variabilitat hinsichthcHelligkeit, Wellenlange und Photostabilitat
sind sie fur ein breites Anwendungsspektrum ge¢ig@epmanset al, 2006). Vielet al
(2008) waren bereits in der Lage, die Bindung ellaorophor-gekoppelten B-Untereinheit
des Shiga-Toxins an den Gb3-Rezeptor auf der Globdl von Tumorzellen zu detektieren.
Zusatzlich konnte auch die Internalisierung desg&fioxins durch die Markierung mit
Fluorophoren in Saugerzellen verfolgt werden (Mdllat al, 1998). Majoulet al (1996)
konnten zudem den retrograden Transport des Chotedms analysieren, in dem ein
organisches Fluorophor an die B-Untereinheit gektippurde. Zwar ist die Markierung von
RTA mit Fluorophoren realisierbar, jedoch konntehslas zumeist reduzierende Milieu der
Kopplungsreaktion und die zuséatzlichen Arbeitssthmegativ auf die biologische Aktivitat
von RTA auswirken.

Eine weitere, in den letzten Jahren zunehmend dpéarigewandte Alternative stellt die
Markierung mit Quantum dots (QD) dar. Diese anoigdren Nanokristalle sind meist aus
einem Cadmium-Kern und einer Zinksulfid-Hulle aufgat und besitzen neben einem hohen
Extinktionskoeffizienten vor allem eine gute Flusmenzquantenausbeute (Giepmahsal,
2006). In friheren Studien wurden bereits versamedToxine, wie z. B. das Shiga-Toxin

oder auch das in der vorliegenden Arbeit untersudticin, mit QD markiert und deren
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intrazellularer Transport untersucht. Dabei zegjtd, dass die Markierung den natirlichen
retrograden Transport der Toxine sowie die Phygielader Zelle sehr stark beeinflusst,
weshalb diese Art der Markierung ungeeignet fiur dietersuchung des retrograden
Transports von RTA ist (Sandved al, 2010b; Tekleet al, 2008).

Durch die Entdeckung von Fluoreszenzproteinen, wieB. GFP, konnte die
Fluoreszenzmikroskopie revolutioniert werden, danidalie Markierung von Proteinen auf
genetischer Ebene mdglich wurde (Prasher, 1995hBrat al, 1992). Bei GFP handelt es
sich um ein Fluoreszenzprotein, welches erstma@2 1&us der Quall&equorea victoria
isoliert wurde (Shimomurat al, 1962). Anfangs wurden Fluoreszenzproteine haaplisé
zur Untersuchung der Genexpression und Proteinfaitadn verwendet (Chalfiet al, 1994).
Neuerdings werden Fluoreszenzproteine aber auch feie cell imaging" eingesetzt, um
den intrazellularen Transport von Toxinen oder Hieteindynamik bestimmter zellularer
Prozesse zu charakterisieren (Bjerletal, 2012; Giepmanst al, 2006).

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden die uwctaesllichen RTA-Varianten auf
genetischer Ebene mit dem fur Saugerzellen kodanagten ,enhanced GFP" (eGFP)
fusioniert. Bei dieser Variante konnte die Fluossszintensitat durch die Einfihrung zweier
Mutationen verbessert werden (Yaegal, 1996). Die Wahl fur diese Markierungsmethode
basiert auf der kofaktorunabhangigen Fluoreszedabd sowie der Moglichkeit, den
Toxintransport an lebenden Zellen zu studieren f@aenset al, 2006). Die Sequenz von
GFP wurde an den N-Terminus der RTA-Sequenz fusignum eine Maskierung der
C-terminalen ER-Retentionssignale zu verhindernHéfen konnte bereits gezeigt werden,
dass sowohl die N- als auch C-terminale Fusion@&® keine negativen Auswirkungen auf
die Toxizitdt von RTA hat (Sander, 2008). Ein wete Grund fur die Wahl dieser
Markierungsart war zudem die Tatsache, dass benditsheren Arbeiten eine RTA-Variante
mit N-terminalem GFP erfolgreich . coli hergestellt werden konnte (Chenal, 2005; Liu

et al, 2006; Wanget al, 2010). Ebenso wurden auch andere Toxin-Unteréerhewie z. B.
die schwere Kette des Botulinum-Toxins, der Oderktdfaund der Letal-Faktor des Anthrax-
Toxins sowie das C-Fragment des Tetanus-Toxing-ladreszenzproteinen fusioniert und in
E. coli rekombinant exprimiert. Dabei blieb die enzymdtescAktivitat weitestgehend
erhalten und auch das Trafficking innerhalb delzZéke schien nicht negativ beeinflusst zu
sein (Hoet al, 2011; Kissaet al, 2002; Zornettat al, 2010).

Neben der bereits erfolgreich i coli exprimierten, eGFP-markierten RTA-Fusion konnten
in der vorliegenden Arbeit erstmals die fluoreszearkierten Toxinfusionen eGFP-
RTAuis OFE bzw. eGFP-RTA P in E. coli hergestellt werden. Sowohl nach der Detektion
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mit spezifischen GFP- und RTA-Antikorpern als auchch UV-Detektion waren die
Toxinfusionen auf der erwarteten Hohe von ca. 5@ kbden Zelllysaten zu erkennen. Des
Weiteren konnten die einzelnen Toxinvarianten rsiti&ffinitdtschromatographie in hoch
reiner Form (90-95 %) aus den Lysaten isoliert wercEin Verlust der eGFP-Fluoreszenz
konnte bei Reinigung und Umpufferung nicht verzeahwerden. Um dennoch einen
Verringerung der eGFP-Fluoreszenz wahrend der uagerzu vermeiden, sollten die
gereinigten Toxinvarianten in neutralen bis lelohsischen Puffern aufbewahrt werden. Es ist
bekannt, dass die Fluoreszenz einer GFP-getagg8iTkxinfusion bereits bei einem
pH von 5,5 um ca. 50 % reduziert wird (Giel3elm&01,1). Dies liegt wahrscheinlich an der
pH-Sensitivitdt von GFP, die durch Protonierung de€hromophors und
Konformationsanderungen bedingt wird (Pattersbral, 1997; Shaneet al, 2005; Tsien,
1998). Die beobachtete Verringerung der Expressid@s (maximal 25 mg/l) verglichen zu
den nicht-markierten Toxinvarianten (maximal 50 Inigt einerseits auf die Reduzierung der
Expressionstemperatur von 28°C auf 20°C zurlckzefillund andererseits durch die Grole
der Toxinfusion bedingt. Dennoch sind die Protestmuten vergleichbar mit den Resultaten
frherer Arbeiten, bei denen ca. 30-40 mg/l eGFRggtes RTA ausk. coli mittels
Affinitatschromatographie gereinigt werden konntgu(et al, 2006). Zwar war auch die
Expression der eGFP-RTA-Varianten bei 28°C mdgligdoch zeigten die gereinigten
Varianten keinen vivo Toxizitat gegeniiber HeLa-Zellen, womit deren bgidéche Aktivitat
ausgeschlossen werden kann (Daten nicht gezeigtyt Bach Verringerung der
Expressionstemperatur auf 20°C konnte die bioldgisaktivitat von eGFP-RTAE- und
eGFP-RTAPE: belegt werden. Dies ist vermutlich auf eine vesee® Faltung der
Toxinfusionen in die biologisch aktive Konformatiobei 20°C zurlckzufiuhren. Die
Behandlung mit eGFP-RTA fuhrte wie bei den nichtkrexten Toxinvarianten zu keiner
signifikanten Reduzierung der Zellvitalitat. Der fided steht im Einklang mit friheren
Untersuchungen, in denen ebenfalls keinevivo Toxizitat von eGFP-RTA gegenuber
HelLa-Zellen mittels enzymbasierten Toxizitatstedieobachtet werden konnte. Die
Aufnahme undin vivo Toxizitdt von eGFP-RTA war erst durch Kopplung spezielle
Nanotubes, die eine effektive Toxinaufnahme ernctgin, zu beobachten, womit zugleich
eine fehlende biologische Aktivitat der Toxinfusiansgeschlossen werden kann (Wang
al., 2010). Lui et al. (2006) beschrieben hingegen eine Sensitivitat ela-Zellen
gegenuber eGFP-RTA. Kurioserweise waren die eitgeseToxindosen jedoch geringer als
bei Wanget al (2010). Da in der vorliegenden Arbeit ebenfaksnle toxische Wirkung von
eGFP-RTA bei einer ca. 25-fach h6heren Toxindosssgestellt wurde, sind die von Lei
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al. erhaltenen Ergebnisse zu hinterfragen. Dennodte sol Zukunft geklart werden, ob die
fehlende in vivo Toxizitdt von eGFP-RTA auf die Sensitivitdit der zembasierten
Nachweismethode zurtickzufiihren ist.

Aullerdem ware eine Optimierung der Lagerungsbediggu notwendig, da sowohl die
biologische Aktivitdt von nicht-fluoreszenzmarkemt als auch fluoreszenzmarkierten
Toxinvarianten nach sechs bis acht Wochen bei ¢iagerung im Kihlraum (4°C) verloren
ging. Zusatzlich konnte eine Fragmentierung deorf#szenzmarkierten Varianten nach
langerer Lagerung beobachtet werden (Daten nicl#eigg. Eine vielversprechende
Lagerungsmaoglichkeit stellt die Lyophilisierung difit Hilfe dieser Technik konnte bereits
eine mCherry-getaggte K28-Toxinfusion Uber einebagmenzten Zeitraum gelagert werden.
Zudem hatte die Lagerung keine negativen Folgen aié Toxizitats- und
Fluoreszenzeigenschaften der Fusion (Giel3elmarii,)20

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnten somit diéraussetzungen zur
fluoreszenzmikroskopischen Untersuchung der Toxmmetume und des Toxintransports der

verschiedenen RTA-Varianten an lebenden Saugenzgdischaffen werden.

Fluoreszenzmikroskopische Analyse der Kolokalisatio von RTA und Erd23

Die klassische indirekte Immunfluoreszenz wird gethezum fluoreszenzmikroskopischen
Nachweis von zellularen Strukturen und zur Lokdilisa von Proteinen eingesetzt. Eine
entscheidende Voraussetzung fiur die Detektion Zeth@arer Proteine stellt dabei die
vorherige Fixierung und Permeabilisierung der Zellar. Bei diesen Behandlungsschritten
kann es jedoch zur Autofluoreszenz sowie zu Artiefakommen, wodurch die Interpretation
der Resultate erschwert wird (Petty, 2007). Zudeindiese Technik nicht zur Echtzeitanalyse
der intrazellularen Transportprozesse von A/B-Terinan lebenden Zellen geeignet.
Dennoch konnten mit Hilfe der Immunfluoreszenz eimsdende Erkenntnisse in Bezug auf
die Internalisierung von A/B-Toxinen gewonnen werd®azu zahlen unter anderem die
Identifizierung von unterschiedlichen endosomalemmigonenten, die an der Translokation
des PseudomonasExotoxin A beteiligt sind sowie die Rolle des Zskeletts an der
Internalisierung des Cholera-Toxins (Alaetial, 1998; Streuliet al, 1981). Ebenso konnte
die Beteiligung von Flotillin 1 und 2 am intrazddten Transport von Shiga-Toxin sowie
Ricin durch die Methode n&her charakterisiert werd@ust et al, 2010). Die
Immunfluoreszenzmethode lieferte zudem erste ladifiir den retrograden Transport des

Shiga-Toxins von den endosomalen Kompartimenten EGid (Warnieret al, 2006).
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Um jedoch einen Einblick in die Dynamik von zelldé Prozessen in einzelnen Zellen, wie
z. B. der Endozytose und den retrograden Transpont Toxinen, zu erhalten, ist die
Untersuchung am lebenden Organismus unerlasslicgh.Hife des ,live cell imagings"
besteht die Mdglichkeit, diese komplexen Ablaufe Behtzeit an lebenden Zellen zu
verfolgen und zu beschreiben (Meijeriagal, 2009; Watsoret al, 2005). So konnte durch
den Einsatz fluoreszenzmarkierter Shiga-Toxin-Umsitdreiten in live cell imaging”
Experimenten bestatigt werden, dass der Retromergtex eine entscheidende Rolle beim
retrograden Toxintransport vom Endosom zum Golgpdpt spielt (Bujnyet al, 2007,
Popoffet al, 2007). Auch die Endozytose und der intrazellular@nsport von mit Quantum
dots gelabeltem Ricin konnte unter Echtzeitbediggmnbeobachtet werden (Tekd¢ al,
2008). zZzwar wurde das QD-markierte Ricin von derlefeendozytiert, jedoch war der
Endosom-Golgi-Transport stark beeintrachtigt, wetludie Visualisierung des retrograden
Transports von Ricin unter diesen Bedingungen maiglich war.

Um den retrograden Transport von RTA, RPA und RTA™E" besser verstehen zu kénnen,
sollte im Rahmen dieser Arbeit der intrazellulareoxitransport mit Hilfe wvon
fluoreszenzmarkierten RTA-Toxinfusionen in Echtamtlysiert und neue Einblicke in deren
Intoxifikationsmechanismen gewonnen werden. Indréh Untersuchungen konnten bislang
nicht gezeigt werden, dass eGFP-markiertes RTAH@a-Zellen endozytiert wird (Wargf
al., 2010). Wie Dbereits bei der Western-Analyse konneuch bei den
fluoreszenzmikroskopischen Untersuchungen keineazetlularen Fluoreszenzsignale, die
auf eine Aufnahme von eGFP-RTA hindeuten wirdeopbhehtet werden. Obwohl sich die
Resultate mit den Beobachtungen von Wagigal. (2010) decken, kann aufgrund der
Untersuchungen von Walest al. (1993) davon ausgegangen werden, dass eine geringe
Anzahl an Toxinmolekilen von den Zellen internalisiwird. Da die Inhibierung der
Proteinbiosynthese erst bei hohen RTA-Dosen etfodgheint nur eine sehr geringe
Toxinmenge endozytiert zu werden. Obwohl sowohdlen vorliegenden Arbeit als auch bei
Wang et al. (2010) keine signifikantén vivo Toxizitat von eGFP-RTA festgestellt werden
konnte, ist eine fehlende biologische Aktivitat deFoxinvariante jedoch eher
unwahrscheinlich, da einerseits die N- bzw. C-teat@ Fusion von YyEGFP keinen Einfluss
auf diein vivo Toxizitat von RTA in Hefen hatte (Sander, 2008hdarerseits konnten Wang
et al. (2010) zusatzlich belegen, dass ebenfallsEircoli exprimiertes eGFP-RTA eine
biologische Aktivitat besitzt. Eine mogliche Ursadcstellt die bereits angesprochene Tatsache
dar, dass die Nachweismethode nicht sensitiv g&stugm den schwachen toxischen Effekt
der wenigen endozytieren RTA-Molekule zu detektiere
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Vermutlich liegt auch bei den fluoreszenzmikroslksopien Untersuchungen die Menge an
endozytiertem eGFP-RTA unter der GFP-Nachweisgremzefriheren Untersuchungen
wurde diese mit ca. 10.000 Molekilen im Zytoplasamgegeben (Pattersat al, 1997).
Neuere Untersuchungen haben jedoch belegt, dass apptimalen Bedingungen bereits die
Detektion einzelner Moleklle moglich ist. So konbespielsweise die axonale Bewegung
einzelner UNC-104 Motorproteine, welche mit GFRduogert wurden, im Modellorganismus
Caenorhabditis elegananalysiert werden (Zhoet al, 2001). Des Weiteren konnten die
Kernporenkomplexe vorUstilago maydismittels Fluoreszenzmikroskopie nachgewiesen
werden, indem die 16 Kernporenuntereinheiten vorpI0d mit GFP fusioniert wurden
(Schusteret al, 2011). Um in Zukunft eventuell eine Toxinintesa@rung von eGFP-RTA
beobachten zu kdnnen, sollten die Bedingungen tiehuBuffersystem, Toxinmenge und
Inkubationszeit variiert und optimiert werden. Zizéigh kdnnte versucht werden, die
Endozytose von eGFP-RTA durch Zugabe von Calciuer Glukose zu steigern. Durch eine
ansteigende Calciumkonzentration kann beispielgvelee Grol3e von endozytotischen
Vesikeln erhéht und die Membranfusion beschleungtden (MacDonalét al, 2005). Auch
bei den hefespezifischen Killertoxinen K28 und Kcheint die Calciumkonzentration eine
wichtige Rolle bei dem vivo Toxizitat zu spielen (Heiligensteiet al, 2006; Kelkel, 2009;
Kurzweilova und Sigler, 1993).

Auch bei eGFP-RTA’E" konnten in den durchgefilhrten Experimenten kem@zellularen
Fluoreszenzsignale in den Zellen detektiert weraényohl die Toxinvariante eine toxische
Wirkung gegen HelLa-Zellen vermittelte. Im Vergleinlh eGFP-RTA waren jedoch vermehrt
GFP-Signale auf Ebene der Plasmamembran zu erkenmas zumindest auf eine
Anlagerung des Toxins hindeutet. Méglicherweiseemadie Versuchsbedingungen im Fall
von eGFP-RTAPE: nicht optimal, um eine effiziente Aufnahme der Twariante zu
gewahrleisten, weshalb kiinftig ebenfalls eine Otiong der Parameter erfolgen sollte.

Bei eGFP-RTAPE- konnte die Internalisierung der Toxinvariante k#gt werden. Nach
zwei- bzw. vierstiindiger Behandlung mit eGFP-R¥& konnten intrazellulare Signale in
HelLa-Zellen detektiert werden. Durch die spezifes¢farbung der Plasmamembran mittels
Rhodamin-gelabeltem RCA konnte zudem belegt werdiass es sich dabei zumindest
teilweise um intrazellulare Signale handelt, daFliereszenzsignale von allen Seiten mit der
Plasmamembran umgeben waren. Kinftig konnten ddechEinsatz von Bromphenolblau
die extrazellularen GFP-Signale gequenscht werdeodurch eine noch bessere
Unterscheidung von intrazellularen und extrazetedFluoreszenzsignalen moglich wéare
(Harataet al, 2006).
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Des Weiteren zeigten viele Zellen sowohl nach Bdhary mit eGFP-RTA® als auch
eGFP-RTAPE" eine clusterartige GFP-Verteilung auf Ebene dersiimembran. Dabei
konnte es sich um spezifische, Rezeptor-tragendgioRen handeln, an den die
Toxinvarianten binden. Ein ahnliches clusterartiyesteilungmuster konnte beispielsweise
auch bei verschiedenen Plasmamembran-Rezeptorenz.vid. dem Glutamat-Rezeptor 1
sowie dem EGF-Rezeptor beschrieben werden (Kamnerm2006; Van Belzeret al,
1988). Da diese Anlagerung bei unmodifiziertem e®HRA nicht zu beobachten war, sind
vermutlich die zusatzlichen ER-Retentionssignale d@FP-RTAPEYMPEL die Ursache fiir
die verstarkte Clusterbildung. In ersten ,live ceflaging” Experimenten konnte zudem
gezeigt werden, dass mit eGFP-R'PA- behandelte HeLa-Zellen nach 30 bis 60 min eine
clusterartige Verteilung der fluoreszenzmarkiertéfoxinmolekille auf Ebene der
Plasmamembran aufweisen. Auch die bereits in dediegenden Arbeit bestétigte
Endozytose von eGFP-RTR® konnte in Echtzeitaufnahmen an Hela-Zellen beoisach
werden (Domenik Rammo, unverotffentlichte Daten).

Bereits Waleset al. (1993) stellten aufgrund ihrer Resultate die Vaung auf, dass die
saugerspezifischen KDEL-Rezeptoren bei der gesteigén vivo Toxizitat von RTAPE-
eine Rolle spielen. Aus den damaligen Resultaterdevgefolgert, dass die Interaktion mit
dem KDEL-Rezeptor vermutlich erst intrazellularotgt, da keine spezifische Bindung von
RTAXPEL an Hela-Zellen detektiert werden konnte. Neuesieetduchungen an Hefezellen
belegen jedoch, dass der hefespezifische HDEL-Rez&pd2p in geringer Kopienzahl auch
mit der Plasmamembran von Hefezellen kolokalisigtusend, 2011). Die natirliche
Funktion des Rezeptors kdnnte dabei in der Rickfithwon ER-residenten Proteinen liegen,
die falschlicherweise bis zur Zelloberflache trasprt werden (Dausend, 2011;
Giel3elmann, 2011). Einige ER-Chaperone, wie z. iB. \d GRP94, als auch Calretikulin
konnten bereits an der Zelloberflache von Sauderzelachgewiesen werden (Wiestal,
1997; Xiao et al, 1999). Durch die Kolokalisation des HDEL-Rezeptomit der
Plasmamembran kann somit der Verlust ER-residdPteteine verhindert bzw. minimiert
werden. Ein weiteres Indiz hierfir leifert die Bachtung, dass die externe Zugabe des
HDEL-tragenden Chaperons Kar2p das Uberleben elaR2-defizienten Hefezelle
ermoglicht (Giel3elmann, 2011). Auch das HDEL-tralgerKillertoxin K28 bindet an den
Erd2p-Rezeptor auf Ebene der Plasmamembran und wartgschlieBend dber
rezeptorvermittelte Endozytose von der Zielzelldganommen (GieRelmann, 2011). Im
Unterschied zur Hefe ist in Saugerzellen bislanghn&eine Kolokalisation der KDEL-
Rezeptoren mit der Plasmamembran beschrieben, waibsi auch in S&ugerzellen nicht
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auszuschlieBen ist. Die Clusterbildung von eGFP-FRFA deutet darauf hin, dass
maoglicherweise auch in Saugerzellen eine geringeaAhdes HDEL-Rezeptors Erd23 mit
der Plasmamembran kolokalisiert.

Ein weiterer Hinweis flr eine mogliche Kolokalisati der saugerspezifischen KDEL-
Rezeptoren mit der Plasmamembran stellen Komplatiensstudien an Hefen dar. Alle drei
KDEL-Rezeptoren sind in der Lage, den Verlust desertiellen hefespezifischen HDEL-
Rezeptors Erd2p zu kompensieren. Interessanterwerbalten sich die so komplementierten
Hefestamme wieder sensitiv gegentber dem hefesgmh A/B-Toxin K28, obwohl
normalerweise ein Verlust von Erd2p einen resisteihanotyp gegentber K28 hervorruft
(Domenik Rammo, unveroéffentlichte Daten). Da Erd@pn Sekundarrezeptor fur K28
darstellt und die Interaktion mit K28 auf Ebene #asmamembran stattfindet (Dausend,
2011), liegt die Vermutung nahe, dass die wiedgdmellte K28-Toxizitdt auf einer
Plasmamembranlokalisation der sdugerspezifischelalkKRezeptoren beruht.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte nach Aefii@ines HDEL-Retentionssignals
ebenfalls eine gesteigertein vivo Toxizitdt von RTA festgestellt werden. Die
Kolokalisationsstudien lieferten zudem erste Irehizi dass der sdugerspezifische HDEL-
Rezeptor Erd23 wahrscheinlich am Transport von eBFR"PE- beteiligt und Ursache fiir
die erhoéhtein vivo Toxizitat ist. In Zellen, die einen mCherry-mariten Erd23-Rezeptor
exprimieren, konnten nach Behandlung mit eGFP-FfA einzelne intrazelluldre gelbliche
Fluoreszenzsignale detektiert werden. Anhand demnsitatsprofile konnte eindeutig belegt
werden, dass es sich dabei um Uberlagerungen d¢em wnd griinen Fluoreszenzsignale
handelte, was auf eine Interaktion zwischen Toxnsitiaukt und Erd23-Rezeptor hindeutet.
Zusatzlich entsprach das Expressionsmuster desxXjrénierten mCherry-getaggten Erd23-
Rezeptors in etwa dem natlrlichen ExpressionmusieErd23, womit dessen Funktionalitat
vermutlich gewéhrleistet ist (Raykhedt al, 2007). In Hefen konnte ebenfalls keine
Beeintrachtigung der Funktionalitat einer Erd2p-GkRion beobachtet werden (Dausend,
2011). Die bisherigen Fluoreszenzaufnahmen zeigesscaliel3lich Toxin-Rezeptor-
Kolokalisationen im zellkernnahen Golgi-ER-Bereidh, dem der Rezeptor vorwiegend
lokalisiert ist und seine Hauptfunktion erfillt. Qbe Interaktion bereits auf Ebene der
Plasmamembran oder erst im Golgi-Apparat stattfinklennte im Rahmen der Arbeit nicht
eindeutig geklart werden, wobei die Ergebnisse mdest auf eine intrazellulare Interaktion
hindeuten.

Erste in vivo Experimente an HelLa-Zellen belegen zudem, dassndre/o Toxizitat von
RTA"PEL durch eine vorherige Behandlung mit mChEPfy signifikant verringert wird,
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wobei bei unmodifiziertem RTA keine Verdnderunglmobachten war (Domenik Rammo,
unveroffentlichte Daten). Die Abséattigung des HDEezeptors hat vermutlich einen
verminderten Toxintransport zur Folge, was wiedemim Theorie stitzt, dass die KDEL-
Rezeptoren am Transport von RTA" beteiligt sind. Auch der retrograde Transport von
Pseudomonag£xotoxin A, welcher KDEL-Rezeptor-abhéngig vertautonnte durch die
intrazellulare Expression von Lysoz§Hi- verhindert werden (Baret al, 2003; Jacksoet
al., 1999). Im Gegensatz dazu veranderte sichimli@vo Toxizitat von RTAPE: nach
extrazellularer Zugabe grof3er Mengen des syntlnetiis®eptids YTSEKDEL nicht (Walet

al., 1993). Auch bei K28 flihrte die externe Zugabe JIDEL-Peptiden zu keiner
Verringerung der Toxinwirkung in Hefen, obwohl di®@xinaufnahme durch den HDEL-
Rezeptor Erd2p vermittelt wird (Eisfeld, 2001; Gaéfdiann, 2011). Beide Resultate konnten
darauf hindeuten, dass eine Zugabe von Peptiddmnt auwsreicht, den Rezeptor effizient
abzusattigen, wodurch auch kein Effekt auf die maxikung detektiert werden konnte. Um
diese Theorie zu bestatigen, sollte zukiinftig defliiss einer Kompetition mit mCheftyF-
auf RTAPEL untersucht werden. Es ist denkbar, dass unteemiBedingungen ebenfalls bei
RTAPEL eine verminderte Toxizitat zu beobachten ist. Bbeist noch unklar, ob der
Transport von RTAPE: primar durch Erd23 vermittelt wird, da auch diedesi anderen
KDEL-Rezeptoren Erd21 und Erd22 in der Lage sinDEH-tragende Proteine zu erkennen.
Um diese Fragestellung genauer zu adressieren, t&dnmeinzelne oder mehrere
KDEL-Rezeptoren in Sdugerzellen gleichzeitig mitgbezifischer siRNA runterreguliert und

deren Auswirkung auf dim@ vivo Toxizitat von RTAPE- und RTA®E-

analysiert werden.
Zusammenfassend konnte im Rahmen der vorliegendbaitAerstmals die Kolokalisation
von fluoreszenzmarkiertem RTRF- mit dem saugerspezifischen HDEL-Rezeptor Erd23
nachgewiesen werden. Im Unterschied zur Westery8a&onnte auch die Toxinaufnahme
der HDEL-tragenden RTA-Toxinvariante bestatigt veerdZusammen mit den ersten ,live
cell imaging" Experimente von Domenik Rammo legaa dewonnenen Resultate den
Grundstein fir die kinftige fluoreszenzmikroskopescAnalyse des retrograden Transports
von eGFP-RTAPE- in Echtzeit. Zudem scheint eGFP-RJAPE- als neues Modell-Cargo
zur Analyse des Erd23-vermittelten retrograden 3pamtmechanismus in S&augerzellen
geeignet zu sein. Trotz der gewonnenen ErkenntnisseEinblicke in den Transport von
RTAPE- und RTAPEE sind viele Fragen noch unbeantwortet. Neben dein@grung der
Aufnahmebedingungen sollte der priméare Schwerpuvdditerer Studien darin liegen, die
Aufnahme und den intrazellularen Transport vonrmisaenzmarkiertem RTRE- tiber einen

Zeitraum von mehreren Stunden fluoreszenzmikroslkbpzu verfolgen und die Daten mit
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den Resultaten von unmodifiziertem RTA zu vergleichDurch den zusétzlichen Einsatz von
Markerproteinen fur die entsprechenden am retragradansport beteiligten Kompartimente
(Endosomen, Golgi-Apparat, ER) kdnnte der intrag@&ie Transport noch detaillierter
analysiert werden. Dariiber hinaus sollte die vesteutnteraktion zwischen RTR®- und
Erd23 durch Koimmunprazipitations-Experimente bmmisch belegt werden, wobei dies
wahrscheinlich nur unter Verwendung von radioaktiarkierten RTA-Varianten moglich
sein wird. Zusatzlich sollte dem in der vorliegemd@rbeit postulierten Hinweis
nachgegangen werden, dass auch in Saugerzellengemege Kopienzahl des Erd23-
Rezeptors in der Plasmamembran kolokalisiert. Eiglroher Versuchsansatz konnte dabei
die Markierung eines extrazellularen Bereichs desd2&Rezeptors mit einer
a-Bungarotoxin-Bindestelle auf genetischer Ebenstdden. Durch die spatere Zugabe eines
fluoreszenzmarkierten, nicht-membrangangigeBungarotoxins konnte die Lokalisation des
Rezeptors auf Ebene der Plasmamembran eventualgyezerden (Kumariet al, 2008;
Sekine-Aizawa und Huganir, 2004; Wilkies al, 2008).

Intrazellulare RTA-Expression in Saugerzellen

Viele A/B-Toxine, wie z. B. Cholera-Toxin, ShigaXin, Pseudomonagxotoxin A und
Ricin, werden nach der Internalisierung retrogradas ER transportiert (Rapakal, 1997;
Sandviget al, 2010a; Smittet al, 2006; Tsakt al, 2001). Nach Erreichen des ER erfolgt die
Retrotranslokation der katalytischen A-Untereinhaitdas Zytosol. Bei Ricin wird dabei
zunachst die Disulfidbriicke zwischen der A-und BiJeinheit mit Hilfe der
Proteindisulfid-lsomerase (PDI) gespalten und RT&schlielend durch EDEM-1 erkannt
und wahrscheinlich der ER-assoziierten Proteindigran (ERAD) zugefuhrt (Slominska-
Wojewodzkaet al, 2006; Spooneet al, 2004). Die Vermutung, dass RTA mit Hilfe von
ERAD in das Zytosol gelangt, basiert vorwiegend &untersuchungen in Hefe. Da auf
natirlichem Wege weniger als 5% der endozytier®&nin-Molekile das ER-Lumen
erreichen, ist die Untersuchung der ER-Retrotr&agion anhand direkter biochemischer
Nachweismethoden in Saugerzellen nur schwer dundb&i (Van Deurset al, 1988). In
Hefen hingegen existiert bereits ein artifiziellesstsystem, welches die Analyse des finalen
ER-Retrotranslokationsschritts von RTA im Detarhéglicht (Simpsoret al, 1999). Liet al.
(2011) konnten mit Hilfe des Modellsystems biochsshi belegen, dass in Hefen die
Dislokation von RTA aus dem ER in das Zytosol dudid ERAD-Maschinerie vermittelt
wird. Ebenso konnte auch die ER-Retrotranslokaten katalytischen Untereinheiten des

Killertoxins K28, hier jedoch ERAD-unabhangig, neinem analogen Testsystem in Hefen
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naher charakterisiert werden (Heiligenstetral, 2006; Kelkel, 2009; Sendzik, 2006). Zwar
deutet auch in Saugerzellen alles darauf hin, desficin-Transport durch ERAD vermittelt
wird, jedoch basiert diese Annahme meist auf irktiine Nachweisen (Moreaat al, 2011).
Aufbauend auf den Hefe-Untersuchungen wurde irnvddregenden Arbeit die intrazellulare
Expression verschiedener RTA-Varianten in HeLaetelh&her untersucht. Dabei wurde
einerseits analysiert, inwieweit sich drevivo Toxizitdt von zytosolisch exprimiertem RTA
bzw. RTAF'® von Toxinvarianten mit zuséatzlichem Préprolactigr@lpeptid (Pkg
unterscheidet. Andererseits sollte geklart weraddnauch die intrazellulare Expression von
PLssRTA bzw. PlssRTAF P dazu genutzt werden kann, die ER-Retrotranslokatiom
RTA in Saugerzellen zu beschreiben. Die Toxizitdtstsuchungen belegen, dass die
zytosolische Expression von RTA bzw. RFAP nur eine schwache, nicht-signifikante
Abnahme der Zellvitalitat induziert, wahrend ber &xpression von Toxinvarianten mit ER-
Signalpeptid eine starke Abnahme der Zellvitalgéterkennen war. Bei RERTA konnte
nur noch eine Zellvitalitat von ca. 16 % detektwwdrden, wobei die mutierte Toxinvariante
PLssRTAFY P mit ca. 28 % eine hohere Zellvitalitat aufwies eDirhohte Zellvitalitat ist
wahrscheinlich auf die 50-fach reduzierte Aktivitgn RTA™’® zuriickzufiihren, wodurch
eine geringeren vivo Toxizitat verursacht wird (Alleret al, 2007). Die Resultate der R:
Varianten stehen im Einklang mit den Untersuchunigehiefen, bei denen eine toxische
Wirkung von RTA nach dem Import in das ER festgésteerden konnte (Liet al, 2011a;
Schndder, 2009). Ebenso konnte auch in HEK293Tedelgezeigt werden, dass die
intrazellulare Expression von RTA, das zusatzligh emem N-terminalen ER-Signalpeptid
der schweren murinen MHC-I Kette modifiziert waineein vivo Toxizitdt verursacht
(Redmanret al, 2011). Sowohl in den Hefe-Untersuchungen von 8dan(2009) als auch
in den Sauger-Untersuchungen von Redmeinal. (2011) konnte dennoch ein signifikanter
toxischer Effekt von zytosolisch exprimiertem RTAdbachtet werden, was jedoch im
Rahmen der vorliegenden Arbeit an Hela-Zellen niblestatigt werden konnte. Die
Vermutung, dass eine fehlende RTA-Expression diglictie Ursache daflr ist, kann jedoch
aufgrund der Immunfluoreszenz-Experimente ausgessbh werden. Nach Transfektion der
jeweiligen Expressionsplasmide konnte in allen efelinit Ausnahme der Negativkontrolle
eine intrazellulare RTA-Expression detektiert werd®ie verringertein vivo Toxizitat ist
maoglicherweise auf den Einsatz unterschiedlichgoré&ssionsvektoren zurtickzufiihren. Die
Promotoren der einzelnen Expressionsvektoren simerschiedlich, was eventuell eine
unterschiedliche RTA-Expression zur Folge hat. D&steren konnte bereits gezeigt werden,
dass die durch die Behandlung mit RTA und Bf% vermittelte Toxizit4t bei verschiedenen
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Zelllinien stark variieren kann (Wales al, 1993). Moéglicherweise besitzen die im Rahmen
der Arbeit verwendeten Hela-Zellen eine geringerens8ivitat gegeniber RTA als
HEK293T-Zellen. Nichtsdestotrotz belegen sowohlResultate der vorliegenden Arbeit, als
auch die Untersuchungen von Redmatral. (2011), dass der ER-Import von RTA eine
gesteigerten vivo Toxizitat gegenuber Saugerzellen vermittelt. Vet wird RTA im ER
zusatzlich posttranslational modifiziert, was zueegi gesteigerten enzymatischen Aktivitat
von RTA fuhrt. So besitzt RTA zwei potentielle Gbgylierungstellen, die im ER-Lumen
posttranslational glykosyliert werden kdnnen. Infétiekonnte bereits gezeigt werden, dass
im ER mindestens eine potentielle Glykosylierungjgstposttranslational modifiziert wird
(Li et al, 2011a). Neue Studien zeigen zudem, dass der 8lykoungszustand von Ricin
entscheidend fur die spéatemevivo Toxizitat ist (Sehgalet al, 2011). Dies kbnnte eine
Erklarung dafir sein, weshalb die importierten RYAdanten eine starkeia vivo Toxizitat

in HeLa-Zellen vermitteln. Ebenso ist nicht aushlis@en, dass ER-luminale Chaperone,
wie z. B. BiP, die korrekte Faltung von RTA in seimytotoxisch aktivere Konformation
unterstitzen. Insgesamt deuten die Resultate ddéiegenden Arbeit darauf hin, dass die
intrazellulare Expression von B&RTA prinzipiell zur Analyse der ER-Zytosol-
Retrotranslokation von RTA in Saugerzellen geeigiset Zudem waren weiterfihrende
Experimente zur Etablierung des intrazellularen rEgpionssystems angedacht, die jedoch
aufgrund eines im Verlauf der Untersuchungen venifichtenin vivo Saugertestsystems zur
Analyse der ER-Zytosol-Retrotranslokation von RTAcht weiter fortgefihrt wurden
(Redmannet al, 2011). Das Prinzip des Testsystems basiert dabenfalls auf einer
plasmidgesteuerten intrazellularen Expression ein@t ER-Signalpeptid versehenen
RTA-Variante in Saugerzellen und dem radioaktivesciNveis der ER-importierten RTA-
Untereinheit. Mit der Methode konnten Redmagtnal. (2011) bereits belegen, dass der
Einfluss einzelner Proteine auf die ER-Retrotrakeion von RTA nach spezifischem
siRNA-vermitteltem ,,Knockdown" mit Hilfe des Testtgms untersucht werden kann. Somit
unterscheidet sich das artifizielle Testsystem tiwksentlich von dem im Rahmen der
vorliegenden Arbeit angestrebten Modell, weshalle dbrgesehene Etablierung keine
weiteren Neuerungen mit sich gebracht hatten. Aeseth Grund sollte kinftig auf das
Testsystem von Redmanet al. (2011) zurtickgegriffen und die Beteiligung weitere
Kandidatenproteine an der ER-Retrotranslokation R@A charakterisiert werden. Mit Hilfe
des Testsystems sollte vorrangig die modgliche Ralés Sec6l-Translokons an der

ER-Zytosol-Dislokation von RTA analysiert werden.

160



Diskussion

Beteiligung von Sec6d an der ER-Zytosol-Retrotranslokation von RTA

Die Proteintranslokation in das EndoplasmatischetikBlem stellt den ersten und
entscheidenden Schritt bei der Biogenese der meisgtrazellularen und vieler
organellspezifischer Proteine in eukaryotischerefietlar (Zimmermanret al, 2010). Die
neusynthetisierten Proteine konnen dabei entwediartslational oder posttranslational in
das ER importiert werden, wobei der eingeschlagéransportweg durch die jeweilige
N-terminale Signalsequenz bestimmt wird (Brodsl898; Zimmermanret al, 2010). Diese
meist aus 15 bis 30 Aminosauren bestehende Sedpasitzt neben einem positiv geladenen
Aminoterminus, einen hydrophoben Kern sowie eingeledene carboxyterminale Region
(Von Heijne, 1983; Von Heijne, 1985; Von Heijne 86). Wahrend beim posttranslationalen
Import die Proteine zunéachst vollstandig im Zytosyhthetisiert und anschliel3end importiert
werden, gelangen sie beim cotranslationalen Trahdpeits wahrend der Synthese Uber
einen SRP-abhangigen Mechanismus in das ER-Lumesd$By, 1998; Schwartz, 2007).
Sowohl in Hefe- als auch in Saugerzellen erfolgr dmport in das ER Uber das
Sec61-Translokon (Rémisch, 1999; Zimmermanml, 2010). In Saugerzellen setzt sich der
trimere Komplex aus den Transmembranproteinen $ec®4c6p und Sec6i zusammen,
wobei der aktive Sec61l-Komplex vermutlich aus zwes vier solcher heterotrimeren
Subkomplexe besteht (Beckmaeanal, 1997; Gorlich und Rapoport, 1993; Hartmagiral,
1994; Menetretet al, 2005). Neben dem Sec6l-Komplex, der sich in Hedes den
Komponenten Sec6lp, Sbhlp (,Sec sixty one beta lomfound Ssslp (,Sec sixty one
suppressor”) zusammensetzt, besitzen Hefen zutdidén Sshl-Komplex (Esnawdt al,
1993; Zimmermanret al, 2010). Der aus Sshlp, Shb2p und Ssslp bestelrdplex
vermittelt ausschlie3lich den cotranslationalen IEReort, wahrend der Sec61-Komplex
zusammen mit Sec7lp und Sec72p ebenfalls fir desttraoslationalen Transport
verantwortlich ist (Finkeet al, 1996; Zimmermanet al, 2010).

Zudem scheint der Sec61-Komplex auch bei der ERsoytRetrotranslokation fehlgefalteter
Proteine sowie bakterieller A/B-Toxine eine wicktiRolle zu spielen (Jaroseh al, 2002;
Pilon et al, 1997; Rémisch, 1999). So konnte beispielsweisatro belegt werden, dass das
Cholera-Toxin durch den Sec61-Komplex aus Mikrosoragportiert wird (Schmitzt al,
2000). Auch da®seudomonakxotoxin A disloziert vermutlich aus dem ER-Lunigrer das
Sec61-Translokon in das Zytosol von Saugerzelleor@sluet al, 2011). Des Weiteren wird
der Sec61-Komplex auch mit der ER-Zytosol-Retrddlakation weiterer A/B-Toxine, wie
z. B. dem Shiga-Toxin und dem hefespezifischenekibixin K28 in Verbindung gebracht
(Eisfeldet al, 2000; Yu und Haslam, 2005).

161



Diskussion

Obwohl ein direkter Beweis bislang nicht erbrachurae, deutet eine Reihe von
Beobachtungen darauf hin, dass der Sec61-KomplexRd¢rotranslokationskanal fir Ricin
darstellt. Weschet al (1999) waren in der Lage, einen Komplex aus RTW Gec6d mit
Hilfe von Anti-Sec61-Antikdrpern aus dem Zelllysdqbxin-behandelter Vero-Zellen zu
prazipitieren. Zudem zeigen die temperatursensitidefe-Mutanten Sec61-32 und Sec61-42,
die beide einen Defekt im ER-Export besitzen, eiaaninderte proteasomale Degradation
von RTAFY'P (Simpsoret al, 1999).

Vor diesem Hintergrund wurde im Rahmen der Arbeit Binfluss des SeciKnockdowns
auf die invivo Toxizitast von RTA, RTAPE und RTAPE: naher analysiert. Die
Western-Analyse belegt, dass das im Rahmen deriegerlden Arbeit verwendete
Sec6b-Silencing zu einer signifikanten Reduzierung desc8%-Proteingehalts auf
durchschnittlich 14 % in HelLa-Zellen fiihrte. Derc8#u-Proteingehalt von ctrl-siRNA
behandelten Zellen unterschied sich hingegen signifikant von unbehandelten Zellen. Die
zusatzlich durchgefuhrten Vitalitdtstests bestétigeudem, dass sich der Verlust des
essentiellen Proteins Seebiegativ auf das Uberleben der Zellen auswirkt, siels in einer
um ca. 20 % verminderten Zellvitalitdt gegentben det ctrl-siRNA behandelten Ansatzen
widerspiegelte.

Der Einfluss des SecGiKnockdowns auf diein vivo Toxizitdt von RTAys konnte im
Rahmen der Arbeit nicht untersucht werden, da dieirfibehandlung keinen nachweisbaren
Effekt auf die Zellvitalitit und -zahl von Hela-Zeh hatte. Wie bereits bei den
XTT-basierten Vitalitdtstests konnte auch bei derfsT-basierten Vitalitdtstests keine
Toxizitat beobachtet werden, wodurch keine Aussdi die Beteiligung von Secohn der
Retrotranslokation von RT4 getroffen werden kann.

Die Bestimmung der Zellvitalititen nach Behandlunig RTAPE- belegen hingegen, dass
der Verlust von Sec@leine signifikante Erhohung der Zellvitalitat vesacht. So lag die
Zellvitalitat von mit Sec6d-siRNA behandelten HeLa-Zellen in Anwesenheit va EL

mit ca. 70 % etwa 16 % Uber der von unbehandefér®4) bzw. mit ctrl-siRNA behandelten
Zellen (54 %). Unter Berucksichtigung der Tatsaati@ss wahrscheinlich auch bei einem
Sec6h-Restproteingehalt von ca. 14 % noch einzelne Toriekile in das Zytosol
retrotranslozieren, wére eine Zellvitalitat von 1#0nach Toxinbehandlung auch nicht zu
erwarten gewesen. Insgesamt deutet das Resultétdamawf hin, dass das Sec61-Translokon
am Transport von RT®E" in HeLa-Zelleneine Rolle spielt. Diese Vermutung wird zudem
durch die Bestimmung der Zellzahl unterstitzt, der dhnliche Resultate erzielt werden
konnten. Nach Behandlung mit RfX" entsprach die relative Zellzahl nicht mit siRNA
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behandelter Zellen mit ca. 56 % in etwa dem Ergeloier Zellvitalititsbestimmung, wobei
auch die Zellzahl von ctrl-siRNA behandelten Zell@Y %) sich nicht wesentlich davon
unterschied. Der Knockdown von Sea@iingegen fiihrte zu einem Anstieg der Zellzahl auf
ca. 71 %, womit sich die Ergebnisse in etwa mit deltvitalitatsbestimmungen decken.

Auch bei RTAPE" konnte eine Verringerung dém vivo Toxizitat in mit Sec6d-siRNA
behandelten Zellen beobachtet werden, wahrend anblelte und mit ctrl-siRNA behandelte
Ansétze sensitiver gegenuiber der Behandlung mit 'RfAwaren. Auch dieses Ergebnis
unterstiitzt die Vermutung, dass auch bei RFA das Sec6l-Translokon in den
Toxintransport involviert ist. Die Zunahme der XZéhlitat zwischen unbehandelten und mit
Sec6b-siRNA behandelten Zellen entsprach mit ca. 20 %etwa den Ergebnissen von
RTAXPEL. Dennoch konnte insgesamt eine verminderte Abnalere Zellvitalitit nach
Zugabe von RTAPE-verzeichnet werden. Bei den XTT-basierten Vitaditéists konnte dieser
Unterschied jedoch nicht festgestellt werden. Da&iels beim WST1-basierten Vitalitatstest
laut Herstellerangaben um eine sensitivere Nacmetisode als bei dem XTT-basierten
Vitalitatstest handelt, kann nicht vollkommen austsossen werden, dass RPA-
gegeniiber Hela-Zellen eine leicht hoheérevivo Toxizitat (ca. 15 %) als RTAE-
vermittelt. Allerdings sprechen die Resultate deellZzAhlbestimmung gegen einen
signifikanten Unterschied zwischen den beiden Teadiianten. So entsprachen die Zellzahlen
von unbehandelten (56 %) und mit ctrl-siRNA behdteteZellen (61 %) nach Behandlung
mit RTA"PE- ungefahr dem Ergebnis von RFA"-. Um einen eventuellen Unterschied in der
Toxizitat statistisch belegen zu kdnnen, mussterEdperimente wiederholt werden.
Dennoch bestatigen die Untersuchungen, dassirdiévo Toxizitat von RTAPE- und
RTAXPEL durch den Verlust von Seaskignifikant verringert wird. Secélscheint somit
eine entscheidende Funktion beim Transport beidetinVarianten zu Ubernehmen. Bei
wildtypischem Ricin konnte hingegen kein Effekt ali# in vivo Toxizitdt nach Knockdown
von Sec6d beobachtet werden (Moreatial, 2011). Moreawet al. (2011) konnten auch nach
dem Doppelknockdown von Seeblind Sec6f keine Veranderung der Sensitivitat von
HelLa-Zellen gegeniber Ricin beobachten. Da in derterduchungen die Knockdown-
Effizienz nicht mittels Western-Analyse verifiziesurde (personliche Mitteilung, Prof. Dr.
F. Bard), kann nicht ausgeschlossen werden, dassclesbei dem Resultat um ein falsch
negatives Ergebnis handelt und Sec@benfalls eine Rolle bei der Intoxifikation voncRi
spielt. Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit dgefiihrten Experimente sprechen
zumindest bei RTAPEYKPEL fiir eine Beteiligung von Sec61Eine moglicher Grund fiir den
fehlenden Effekt bei Moreaet al (2011) kbnnte eine zu geringe Knockdown-Effiziemn
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Sec6h sein. Es ist bereits bekannt, dass erst unteme®ec6&-Restproteingehalt von 20 %
ein sichtbarer phénotypischer Effekt auf den ERdrhpvon Proteinen zu beobachten ist
(Nico Schauble, personliche Mitteilung). Unter d@mahme, dass das Sec61-Translokon die
Retrotranslokation von RTA vermittelt, konnte thettsch auch der Toxinexport erst unter
einem Sec6d-Proteingehalt von 20 % signifikant inhibiert seiba fur die Inhibierung der
Proteinbiosynthese bereits wenige RTA-Molekile a@ighen, kdnnten bei einem hdheren
Sec6bi-Gehalt noch gentigend Toxinmolekile in das Zytdssibzieren.

Obwohl die Ergebnisse ein weiteres Indiz fur di¢eBgung des Sec61-Translokons an der
Intoxifikation von Ricin darstellen, sind sie kaiirekter Beweis, dass die Retrotranslokation
von RTA uber das Sec61l-Translokon vermittelt witcthhand der Resultate ist ebenfalls
denkbar, dass sich der Knockdown von Sed6ilirekt auf den Transport von RTA auswirkt.
Aus friheren Studien ist bereits bekannt, dass Siencing von Secil den co- und
posttranslationalen Import von Signalsequenz-trdgenVorlauferproteinen in das ER
inhibiert (Langet al, 2012). Moglicherweise verringert oder inhibieit deringere Anzahl an
Sec61-Kanalen den ER-Import bestimmter Proteireegthie wichtige Rolle beim retrograden
Endosom-Golgi- bzw. Golgi-ER-Transport von RTA $pie wodurch die Konzentration der
entsprechenden Proteine in den jeweiligen Zielkatnpanten verringert sein kdnnte. Ein
ineffektiver retrograder Transport von RTE- bzw. RTA™E: kénnte ebenfalls eine
Verringerung derin vivo Toxizitat zur Folge haben. Ebenso kdnnte auch Zhél der
saugerspezifischen KDEL-Rezeptoren im Golgi-Appabaeinflusst sein, wodurch der
Toxintransport zum ER eingeschrankt ist und wenigexinmolektle aus dem ER in das
Zytosol dislozieren. In weiterfiihrenden Experimensellte zukunftig untersucht werden, ob
Sec6h direkt oder indirekt an der RetrotranslokationdeeiRTA-Varianten beteiligt ist.

Nachweis der Sensitivitat von Hefespharoplasten gegtber RTA

Im Gegensatz zu Saugerzellen sind intakte Heferrgdie externe Zugabe von Ricin immun
(Lord et al, 1994). Aufgrund einer fehlenden Galaktosyltrare$e besitzs. cerevisia&eine
galaktosylierten Oberflachenstrukturen, die normvedgse flr die Bindung von Ricin
verantwortlich sind (Gemmill und Trimble, 1999). Udennoch didn vivo Aufnahme und
den retrograden Transport von RTA in Hefen anatgsiezu koénnen, wurde in der
vorliegenden Arbeit versucht, ein hefebasiertesivo Testsystem zu entwickeln. Die
fehlende Bindung an die Hefezellwand sollte durgh\éerwendung von Hefespharoplasten,
bei denen die Zellwand durch Zymolyase-Verdau emtfesurde, umgangen werden. Die

invivo Toxizitat der einzelnen RTA-Varianten gegeniber feldpharoplasten wurde
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anschliel3end indirekt mit Hilfe spezieller Mikratiplatten, die eine Messung des geldsten
Sauerstoffs in einer Probe Uber die Zeit gestatéemittelt (Johnet al, 2003). Mit der
Methode konnten bereits die Effekte verschiedenatibfotika auf das Wachstum von
Bacillus subtilischarakterisiert und beschrieben werden (Hutterdatuh, 2004).

Die Resultate bestatigen, dass die Inkubation miergchiedlichen RTA-Varianten keinen
toxischen Einfluss auf intakte Hefezellen hat. Blen Sauerstoffmessungen konnte eine
rapide Abnahme der Sauerstoffkonzentration sowahl Tioxin behandelten als auch
unbehandelten Ansétzen festgestellt werden, wagifiilwachstum der Hefezellen spricht.
Hefespharoplasten zeigten hingegen nur in den Kbamsétzen eine Verringerung des
gelosten Sauerstoffs. In Anwesenheit der RTA-Vaeanwar keine Reduzierung des
Sauerstoffgehalts erkennbar. Sowohl bei RFA und RTAPE- als auch bei
unmodifiziertem RTA war ein konstant hoher Saudfgahalt bei hohen Toxindosen
(100 pg/ml) zu beobachten, was indirekt auf eirleiettes Zellwachstum hindeutet. Die im
Vergleich zu intakten Hefezellen beobachtete Re¥ktschiebung der Sauerstoffkinetik lasst
sich wahrscheinlich durch ein geringeres Wachstkiden, welches aufgrund der fehlenden
Zellteilung von Hefespharoplasten hervorgeruferdwir

Somit konnte in der vorliegenden Arbeit erstmal® @i vivo Toxizitdt aller extern
applizierten RTA-Varianten gegentber Hefesphéarophaselegt werden. Des Weiteren
konnte im Unterschied zu Untersuchungen am Saugehn die biologische Aktivitat von
rekombinant irk. coli exprimiertem, unmodifiziertem RTA nachgewiesendegr. Da es sich
bei der Nachweismethode nicht um ein enzymbasie®egem handelte, unterstitzt das
Ergebnis ebenfalls die Annahme, dass der fehlemd&itatsnachweis im Sauger durch die
eingesetzte enzymbasierte Methode bedingt ist. liDdie zuséatzliche Hitzeinaktivierung der
Toxinvarianten konnte ebenfalls sichergestellt warddass es sich bei der beobachteten
Abnahme des Sauerstoffverbrauchs um einen toxifgmien Effekt handelt.
Interessanterweise konnte in Hefen der im Saugehgewiesene Unterschied zwischen
RTAMPEYKDEL " nd unmodifiziertem RTA nicht beobachtet werdemtdd limitierenden
Toxinkonzentrationen (3 pg/ml) konnten allerdinggngikante Unterschiede zwischen den
Toxinvarianten festgestellt werden. Interessantemvevar der geldste Sauerstoffgehalt bei
RTA"PEL behandelten Hefespharoplasten (79,8 %) nach 1lgifisant hoher als bei
RTAXPEL (50,5 %) und RTA (47,1 %). Bei hohen Toxindoseraggen wahrscheinlich bei
allen drei Toxinvarianten gentgend Toxinmoleklledas Zytosol der Zielzellen, um die
hefeeigenen Ribosomen zu inaktivieren, wohingegen deringen Toxindosen nur ein

verbesserter retrograder Transport der Toxinvaiagine ausreichende Hemmung der
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Proteinbiosynthese bewirkt. Die Ergebnisse demmmstr somit, dass das Anfligen eines
hefespezifischen HDEL-Retentionssignals einen ieffizren retrograden Transport von RTA
in Hefen vermittelt als das saugerspezifische KHdientionssignal. Dieses Resultat lasst
sich durch die Tatsache erklaren, dass Hefezelerglighen zu S&ugerzellen nur einen
einzelnen zellularen HDEL-Rezeptor (Erd2p) besitzagelcher ausschliel3lich HDEL- bzw.
DDEL-tragende Proteine im sekretorischen Transpegtder Hefe erkennen und binden kann
(Semenzat al, 1990; Semenza und Pelham, 1992). Die in Saudemzebrhandenen KDEL-
Rezeptoren Erd21, Erd22 und Erd23 erkennen hingegemhl das KDEL- als auch das
HDEL-Motiv, womit sich die gesteigerten vivo Toxizitat beider Toxinvarianten in
Saugerzellen erklaren lasst (Raykbehl, 2007).

Parallel zu den Sauerstoffmessungen konnten diebBigse auch mit einem weiteren
Testsystem reproduziert werden. Dieses basiertdaufMessung der Propidiumjodid (PI)-
Fluoreszenzzunahme in Hefen nach Inkubation mitetgsprechenden Toxinvarianten. Die
Einlagerung von PI in die DNA bzw. RNA erfolgt vkt in toten Zellen, weshalb die
Messung indirekt ein Mal3 flr die vivo Toxizitat der RTA-Varianten darstellt. Nur in Toxi
behandelten Hefespharoplasten konnte eine Steigetan Fluoreszenzintensitat detektiert
werden, wobei intakte Zellen in Anwesenheit dezeinen Toxinvarianten keine signifikante
Erhbhung der Intensitdten zeigten. Beide Testsystémstatigen somit die vorhandene
Toxizitat der einzelnen Toxinvarianten auf Hefesppéasten.

Neben den wildtypischen Hefespharoplasten wurdeh die Deletionsmutantexend3 und
Arpl12B analysiert, um die Aussagekraft des in der voeneten Arbeit entwickeltem vivo
Testsystems zu Uberprifen. Ratke$ al (1993) konnten bereits zeigen, dass die
rezeptorvermittelte Endozytose upfiuid-phase” Endozytose nach Deletion vBND3 in
Hefen blockiert sind, wobei andere Vesikel-vermittelteo®ysse normal ablaufen. Der
resistente Phanotyp der Deletionsmutante implizokass alle drei Toxinvarianten in Hefen
durch Endozytose aufgenommen werden. Dies steht Hmklang mit friheren
Untersuchungen, die die Beteiligung unterschiedlickndozytosemechanismen, darunter
auch die,fluid phase" Endozytose, an der Internalisierung Ricin und RTA zeigen konnten
(Llorenteet al, 1998; Sandvig und van Deurs, 1996; Simpsbal, 1998).

Der ribosomalen Mutantarpl12B fehlt hingegen ein Protein der grol3en ribosom&es
Untereinheit, wodurch die Depurinierung der hefeegn Ribosomen im Sarcin/Ricin-Loop
verhindert wird (Chiotet al, 2008; Liet al, 2010; Schndder, 2009). Die fehlende Sensitivitat
der Arpl12B-Zellen gegeniiber den RTA-Varianten belegt zudeassdlie Inhibierung der
hefeeigenen Ribosomen fir die detektianievivo Toxizitat verantwortlich ist. Schndder
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(2009) konnte ebenfalls nach intrazellularer Exges von RTA kein vermindertes
Wachstum in derArpl12B-Deletionsmutante beobachten. Die beiden Deletiomsnen
zeigten die erwarteten Resultate und verdeutliclimss es sich um ein sehr sensitives
Testsystem handelt.

In der vorliegenden Arbeit konnte somit erstmalgejgt werden, dass die externe Zugabe
von RTA eineinvivo Toxizitdt in Hefesphéaroplasten hervorruft. Das i#gén eines
hefespezifischen HDEL-Retentionssignals vermittielbei eine starkere Toxizitat in Hefen
als das saugerspezifische KDEL-Motiv. Darlber hénatellt dasheuartige Testsystem eine
sehr sensitive und vielverspreshle Methode zur Untersuchung von Aufnahme und redoEm
Toxintransport im Modellorganismus Hefe daRer grof3e Vorteil eines hefebasierten
gegenuber eines saugerbasierten Testsystems bestgitsachlich in der Verfliigbarkeit einer
kompletten Sammlung von Hefe-Deletionsmutanten.sDeedffnet die Mdoglichkeit, ein
umfassendes genetisches ,Screening” durchzufihned die indirekte und direkte
Beteiligung von Proteinen am retrograden Toxingpanszu testen. Die gewonnenen Daten
konnten kinftig dabei helfen, den effizienten undiplexen Intoxifikationsmechanismus von
RTA und anderen bakteriellen, pflanzlichen odernlein A/B-Toxinen besser zu verstehen.
Des Weiteren konnten derartige ,Screenings” in Heflazu beitragen, neue Ziele und
Therapiestrategien zu entdecken, um die Behandhemgchiedener Krankheiten wie z. B.

Krebs zu verbessern.

Untersuchung zum retrograden Transport von RTA in Hefen

In der naturwissenschaftlichen Forschung werderfigndReportersysteme eingesetzt, um
molekulare Mechanismen, wie z. B. Genexpressiameabiransduktion oder transkriptionelle
Regulation, zu charakterisieren (Schenborn und Keeosz, 1999). Zuséatzlich bieten diese
Reportersysteme die Mdglichkeit, die vivo Lokalisation von Proteinen sowie Protein-
Protein-Interaktionen zu analysieren (Cormack, )99&u den prominentesten
Reporterproteinen zahlt neben dem grun-fluoresatkme Protein (GFP), digfirefly”-
Lucerifase sowie dif-Galaktosidase (Cormack, 1998). Mittlerweile werdReportersysteme
auch zunehmend zum indirekten Nachweis devivo Toxizitdt von bakteriellen und
pflanzlichen Toxinen eingesetzt (Fairey und Ramsd&l99; Quinoneset al, 2009). Mit
Hilfe eines Luciferase-basierten Reportertestsystdtannte bereits die Hemmung der
Proteinbiosynthese am Beispiel von Shiga-, Diplghesowie Pseudomonagxotoxin A
analysiert werden (Zhao und Haslam, 2005). Moretual (2010) nutzten ebenfalls ein

Luciferase-basiertes Testsystem, um die Ricin-viéefte Inhibierung der Proteinbiosynthese
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zu detektieren. Aul3erdem existiert in HeLa-Zellen@FP-Reportersystem, mit dessen Hilfe
die invivo Toxizitat intrazellular exprimierter RTA-Variantenntersucht werden kann
(Redmanret al, 2011). Schndder (2009) war es ebenfalls gelungienGFP-Reportersystem
in S. cerevisiaezu etablieren, um den Einfluss unterschiedlicheleBonsmutanten auf die
ER-Zytosol-Retrotranslokation  von intrazellular erperten RTA-Varianten zu
charakterisieren. Der Nachweis dervivo Toxizitat basiert sowohl bei den Luciferase- als
auch bei den GFP-basierten Reportersystemen auindeekten Bestimmung den vivo
Expression des jeweiligen Reportergens. Der Voxeit GFP besteht vorwiegend in der
kofaktorunabhangigen Detektion der resultierendeluorészenz durch fluoreszenz-
mikroskopische Verfahren, wahrend im Fall der Lexate ein zuséatzliches Substrat,
Luciferin, zugesetzt werden muss. Das Substrat wir@xyluciferin umgesetzt, wobei die
dabei entstehende Chemilumineszenz nachgewiesdr{ivan und Wood, 2007).

Nachdem in der vorliegenden Arbeit dianvivo Toxizitdt von RTA gegeniber
Hefespharoplasten bestéatigt werden konnte, wurdeemedem Respirationstestsystem
zusatzlich einn vivo GFP-Reportersystem im Modellorganisnfiscerevisiaeetabliert. Das
bereits bestehende intrazellulare RTA-Testsystemn &chnoder (2009) wurde durch
Verwendung von Hefesphéroplasten an die Untersichuon extern appliziertem RTA
angepasst. Durch die Inkubation der Hefespharagiastit dem Inhibitor G418 konnte
gezeigt werden, dass die Hemmung der Proteinbibsegat zu einer verringerten GFP-
Fluoreszenz fihrt. Da Ricin durch die Inaktivierurder Ribosomen ebenfalls die
Proteinbiosynthese blockiert, sollte ein &hnlicligfekt auch in Anwesenheit von RTA
beobachtet werden. Anhand der Resultate konntgthekrden, dass Hefespharoplasten nach
Behandlung mit 100 pg/ml RTA eine ca. 50 % verritg&FP-Fluoreszenz aufwiesen. Die
Untersuchungen bestéatigen somit, dass die Hemmengbteinbiosynthese indirekt durch
die Messung der GFP-Fluoreszenz detektiert und'dassystem zur Untersuchung der RTA-
Intoxifikation in Hefen eingesetzt werden kann.

Auch die anschlielende Validierung des Testsystkommnte erfolgreich abgeschlossen
werden. Bei den Deletionsmutantahrdl und Aderl war wie erwartet eine Zunahme der
GFP-Fluoreszenz zu erkennen, womit deren Beteijjglam Transport von extern
appliziertem RTA belegt werden konnte. éti al (2011) konnten ebenfalls bestatigen, dass
die Ubiquitin-Ligase Hrd1lp eine wichtige Rolle lgr ER-Zytosol-Retrotranslokation von
RTA Ubernimmt. Ebenso konnte gezeigt werden, ddss Dkletion von DERL1 einen
resistenten Phanotyp in Hefen hervorruft @ti al, 2011a). Auch im Sauger konnte das
entsprechende Homolog Derlin 1 als wichtiger Bediisihdes Ricin-Transports identifiziert
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werden (Moreawet al, 2011). Da beiden Proteinen eine wichtige Rollenbbefeeigenen
ERAD besitzen, liegt die Vermutung nahe, dass aegtern appliziertes RTA nach
Internalisierung retrograd zum ER transportierrctudie ERAD-Maschinerie erkannt und in
das Zytosol transloziert wird. Auch die Resultater dyo® und Anupl20 Mutanten
entsprechen den Erwartungen; beide Mutanten zeigieh Toxinbehandlung eine &hnliche
Fluoreszenz wie wildtypische Hefespharoplasten. fBlelende Einfluss von Yos9p am RTA-
Transport konnte auch in Hefen beobachtet werdeet(al, 2011a). Auch im Sauger konnte
bislang keine Beteiligung des Homologs OS-9 am rRigansport festgestellt werden.
Ebenso sind auch nukleérer Proteine nicht in diexifikation von Ricin involviert, wodurch
sich der fehlende Effekt vosanupl20auf den RTA-Transport erklaren lasst. Um lediglich
Deletionsmutanten mit einem starken Einfluss aufi ddrazellularen RTA-Transport zu
identifizieren, wurde ein Signifikanz-Schwellenwddfiniert. Dieser wurde auf 75 % gesetzt,
da die Fluoreszenzwerte der Positivkontrobdmdl undAderl bei ca. 80 % bis 85 % lagen.
Damit wurden einerseits die Standardabweichungenmaximal 10 % bertcksichtigt und
andererseits liegt der Schwellenwert ca. 25 % idleerdurchschnittlichen Fluoreszenz von
Toxin-behandelten, wildtypischen Hefen, wodurchsdal positive Resultate verhindert
werden.

Insgesamt stellt das entwickelte GFP-Reportersysésne sehr sensitive und einfache
Methode dar, um den retrograden Transport von exdgpliziertem RTA vom Endosom uber
den Golgi-Apparat zum ER im Modellorganism8s cerevisiaezu untersuchen. Zusatzlich
zeigten die Untersuchungen, dass die Methode ealee [Reproduzierbarkeit mit einer
geringen Standardabweichung der Messwerte (1 %M®¥%) vereint. Im Rahmen der Arbeit
konnte ebenfalls belegt werden, dass das GFP-Repgstem auch zur Untersuchung des
retrograden Transports der Killertoxine K1 und Kg&ignet ist. Im Vergleich zur Kontrolle
zeigten wildtypische Hefespharoplasten nach Belgdimit den Killertoxinen ebenfalls
eine verminderte Fluoreszenz. Im Gegensatz zu RT#l dieser Effekt nicht durch die
Inaktivierung der Ribosomen, sondern durch die fasdrmittelte Abtétung der Hefezellen
hervorgerufen, wodurch die GFP-Expression verhinderd. Neben RTA kann zuklnftig
auch der retrograde Transport von anderen Protagbihese inaktivierenden Toxinen, wie
z. B. Zymocin, mit Hilfe des Testsystems untersualerden (Jablonowsket al, 2001,
Jablonowski und Schaffrath, 2007).

Ein weiterer entscheidender Vorteil des hefebamiefiestsystems ist die Verflugbarkeit einer
kompletten Sammlung an Deletionsmutanten, wodurar &influss der einzelnen

Deletionsmutanten auf den RTA-Transport direkt tsuteht werden kann. Im S&uger
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hingegen ist die Herstellung von stabilen Knockdellinien sehr zeitaufwendig, weshalb
fur die meisten Proteine keine entsprechenden Wamavorhanden sind. Um dennoch den
Einfluss bestimmter Proteine auf die Intoxifikatieon Ricin zu untersuchen, wird im Sauger
haufig die siRNA-Technologie eingesetzt. Drosophila melanogastewurde bereits ein
RNAI-basiertes Testsystem etabliert, um die Bejerlg verschiedener Proteine an der Ricin-
Intoxifikation zu testen (Pawaat al, 2011). Auch Moreaet al (2011) nutzten die SiRNA-
Methode, um in einem genomweitepScreening” die am Transport verschiedener
A/B-Toxine, darunterPseudomonag£xotoxin A, Diphtherie-Toxin und Ricin, beteiligte
Proteine zu identifizieren. Da Ricin jedoch ein hnquotentes A/B-Toxin darstellt und eine
geringe Anzahl an Toxinmolekilen ausreicht, umRlieteinbiosynthese zu inaktivieren, hat
das Hefetestsystem einen weiteren entscheidendaaiMgpegeniber Sdugersystemen (Eiklid
et al, 1980). Eine Deletion eines Hefegens hat einenpketten Verlust des Zielproteins zur
Folge, wohingegen der siRNA-Knockdown im Allgemeinaur zur Verringerung des
Proteingehalts fuhrt. Der Restproteingehalt komiateei jedoch ausreichen, um den Transport
einzelner Toxinmolekile zum Zielkompartiment zu @éweisten. Dadurch kdnnten
maogliche Beteiligungen von Proteinen in Saugerdrpamten Ubersehen werden. Bei den
Untersuchungen von Moreat al (2011) hatte der Knockdown der Sec61-Komponenten
beispielsweise keinen Effekt auf den Ricin-Trangpaahrend sowohl die Resultate der
vorliegenden Arbeit als auch dia vivo Interaktion zwischen RTA und Sect6huf eine
madgliche Beteiligung des Komplexes am Toxintranspordeuten (Weschet al, 1999). Da

in den Untersuchungen von Moreaual (2011) jedoch nicht die Knockdown-Effizienz mit
Hilfe von Western-Analysen ermittelt wurde, bestdig Moglichkeit, dass ein ineffizienter
Knockdown fiir die fehlende Beteiligung des Sec6lrgtexes verantwortlich ist (Prof. Dr.
F. Bard, personliche Mitteilung). Ein phanotypiscE&ekt kann bei Sec@lerst unter einem
Restproteingehalt von 20 % beobachtet werden, vea¥ermutung unterstitzt, dass einzelne
am Transport von Ricin beteiligte Proteine mit Elitfes Saugertestsystems Ubersehen werden
kénnen (Nico Schauble, personliche Mitteilung).

Das etabliertein vivo Testsystem beschrankt sich momentan noch auf dalyse
nicht-essentieller Hefe-Deletionsmutanten, wobeifk@ auch die Untersuchung essentieller
Proteine durch deren Uberexpression moglich sditestn diesem Fall wiirde eine Zunahme
der invivo Toxizitat, die gleichbedeutend mit einer Abnahmer dSFP-Fluoreszenz

verglichen zum Wildtyp ist, auf eine Beteiligungsd@roteins am RTA-Transport hindeuten.
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Mutantenanalyse zur Charakterisierung des RTA-Trarsports

Mit Hilfe des Testsystems konnten in der Analysegawahlter Mutanten mit Defekten im
retrograden Transport erstmals mehrere Proteinentiidéert werden, die bei der
Intoxifikation von RTA in Hefen eine wichtige Rolldbernehmen. Dabei wurde erstmals die
Beteiligung der GTPase Ypt6p und deren Regulat@lR@gam Transport von RTA bestéatigt.
Die Zunahme der GFP-Fluoreszenz sowohl dgpt6 als auchArgpl deuten auf einen
vollstandigen Verlust der RTA-Toxizitat hin. Ypt®esitzt dabei starke Ahnlichkeiten zu der
humanen GTPase Rab6, welche mit dem Transport wan R Verbindung gebracht wird.
Utskarpenet al (2006) und Moreaet al. (2011) konnten zeigen, dass der Knockdown von
Rab6A einen verringerten Ricin-Transport vom Endosum Golgi-Apparat zur Folge hat.
Da Yptép sowohl fiur die Rekrutierung von ,tethetiigpktoren als auch fir die
GTP-abhangige Fusion der Transportvesikel mit d&N Zustandig ist, scheint die GTPase
den Endosom-Golgi-Transport von RTA in der Hefeegulieren (Li und Warner, 1996; Luo
und Gallwitz, 2003). Die wichtige Rolle von Ypt6maRTA-Trafficking wird ebenfalls durch
den starken Effekt der Deletionsmutant¥gpl unterstitzt. Die beiden periphéren
Membranproteine Rgplp und Riclp bilden in der Hefen aktiven Komplex, der an Ypt6p
bindet und den Nukleotidaustausch an der GTPas#iedg Siniossoglotet al, 2000). Durch
den Nukleotidaustausch wird Ypt6p aktiviert, wodurdie Fusion von endosomalen
Transportvesikeln mit dem TGN erfolgen kann (Sisazgou et al, 2000). Zukunftig ware
jedoch noch zu klaren, ob auch nauaticl Deletion ein Verlust der RTA-Toxizitat auftritt.
Auch bei anderen A/B-Toxinen, wie z. B. dem Shigedh, wird der retrograde Transport
durch das saugerspezifische Ypt6p-Ortholog Rab6égulrert (Mallard et al, 2002).
Dennoch ist vorstellbar, dass die Deletion Wil 6ebenfalls eine Funktion beim Golgi-ER-
Transport von RTA haben konnte. Lwed al. (2003) konnten beobachten, dass Ypt6p-
Deletionsmutanten einen Defekt im Recycling von22ecaufweisen. Bei Sec22p handelt es
sich um ein r-SNARE, dass sowohl beim anterogradsrauch beim retrograden Transport
zwischen Golgi und ER eine Rolle spielt (Bueti al, 2003; Newmaret al, 1990). In der
vorliegenden Arbeit konnte ebenfalls eine starkellReerung der RTA-Toxizitat in der
Deletionsmutantasec22beobachtet werden, was auf eine Beteiligung va23&e hindeutet.
Auch die Untersuchungen von Moreati al. (2011) konnten belegen, dass ein SiRNA-
vermittelter Knockdown des Sauger-Homologs Sec2iti® @erminderte Sensitivitdt von
HeLa-Zellen gegen Ricin zur Folge hat. Mdglicheseespielt Ypt6p sowohl beim Endosom-
Golgi als auch Golgi-ER-Transport von RTA eine RBpNvas jedoch anhand der Resultate
nicht nédher eingegrenzt werden kann. Um ein bes3éeestandnis tber die Beteiligung von
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Sec22p am RTA-Transport zu erhalten, sollten weit€omponenten des anterograden
(Sed5p, Boslp und Betlp) und retrograden Transpoylexes (Sec20p und Ufelp) von
Sec22p analysiert werden (Buetial, 2003; Liu und Barlowe, 2002).

Des Weiteren bestatigen die Resultate, dass diepkoenten Vps51p und Vps54p eine
wichtige Rolle beim Toxintransport in Hefen spiel&ie Deletion vorWPS52hatte hingegen
keinen Einfluss auf dien vivo Toxizitat von RTA. In Hefen bilden beide Protemesammen
mit Vps52p und Vps53p den GARP-Komplex, wohingelgenSaugern bislang kein Vps51p-
Homolog beschrieben ist (Bonifacino und Rojas, 20@®nibear und Stevens, 2000;
Fridmann-Sirkiset al, 2006). Der Komplex fungiert als ,tethering-FaKtoder das initiale
Andocken von Vesikeln an das TGN vermittelt (Boaifeo und Hierro, 2010). Es ist bekannt,
dass zur Stabilitat des GARP-Komplexes alle viemigonenten notwendig sind und bereits
das Fehlen einer einzelnen Komponente zu Defektatei Sortierung und Lokalisation von
Transportproteinen fuhrt (Conibear und StevensPpP0Daher sollten alle drei Komponenten
einen Effekt auf RTA haben. Wider Erwarten konntéloreau et al. (2011) &hnliche
Resultate bei der Analyse des Ricin-Transports émg8r beobachten. Der Knockdown von
Vps54 und Vps53 hatte einen starken Einfluss aRicin-Toxizitat, wohingegen bei Vps52
ebenfalls kein Effekt zu erkennen war. Die Annahmass es sich dabei um ein falsch
negatives Resultat handelt, kann somit eher auslgssen werden. Vielmehr deuten die
beiden unabhangigen Ergebnisse in Sduger- und élkfiezdarauf hin, dass das postulierte
Modell des GARP-Komplexes im Fall von RTA nichtiffit. MAglicherweise ist der GARP-
Komplex auch ohne die Anwesenheit von Vps52p inLdgye, die Vesikelfusion zu initiieren
und den Transport von RTA zu gewahrleisten. Ingpési@cken sich die Resultate von Ypt6p
und des GARP-Komplexes mit den Ricin-ErgebnisseSéuger.

AulRerdem zeigte die Mutantenanalyse eine weiteragdesamkeit zwischen dem Transport
von RTA und Ricin. Das Hefe-Homolog von Syntaxin &f2p, wird ebenfalls fur den
effizienten Transport von RTA in Hefen bendtigtie doeobachtete Zunahme der GFP-
Fluoreszenz behsft2 Deletionsmutanten tGber den Schwellenwert deuttabf hin. Stf2p
stellt ein nicht-essentielles Membranprotein darglclves mit der Golgi-Membran
kolokalisiert und vermutlich zur Vesikelfusion beigd wird (Conchoret al, 1999). Auch im
Sauger schitzt der Inhibitor Retro-2 Mause vor reile¢alen Ricin-Dosis. Der Inhibitor
blockiert dabei die Fusion von Syntaxin 5-positivéesikeln mit dem TGN und verhindert
den Endosom-Golgi-Transport von Ricin, wobei deragee Mechanismus noch unverstanden
ist (Stechmannet al, 2010). Auch beim Shiga-Toxin sowie beim SubtilgSubAB)
Zytotoxin ist Syntaxin 5 am retrograden Transpooimv Endosom zum Golgi beteiligt
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(Amessouet al, 2007; Smithet al, 2009; Taiet al, 2004). Beim Killertoxin K28 konnte
hingegen kein Einfluss vonsft2 auf diein vivo Toxizitat beobachtet werden (Nina Mdller,
personliche Mitteilung). K28 wird mdglicherweisefguund des HDEL-Retentionssignals,
welches RTA und dem Shiga-Toxin fehlt, Uber einé2@Bunabhangigen Mechanismus in
den Golgi-Apparat transportiert. Zukinftig waredaher interessant zu untersuchen, ob die
Deletion vonSFT2auch beim Transport von RTAE- bzw. RTA®PE- keine Rolle spielt. Der
fehlende protektive Effekt von Retro-2 auf dlievivo Toxizitat von RTAPE und RTAPE-
gegenuber HelLa-Zellen ist zumindest ein erster ldisywdass sich der retrograde Transport
der modifizierten Toxinvarianten vom Ricin-Transpamterscheidet (Domenik Rammo,
unveroffentlichte Daten). In Hefen scheint RTA waech im S&uger Uber eine &hnliche
Transportroute zum TGN zu gelangen, was auch delerfde Einfluss des Retromer-
Komplexes untermauert. Dieser Komplex Ubernimme einchtige Rolle bei der Formation
von Vesikeln am Endosom, die fir den retrogradean3port zum TGN bestimmt sind
(Johannes und Popoff, 2008). Moresal (2011) konnten belegen, dass das Retromer nicht
in die Intoxifikation von Ricin involviert ist. DieDeletion aller Retromer-Komponenten
zeigte keinen Effekt auf die RTA-Toxizitat in Hefata keine signifikante Zunahme der GFP-
Fluoreszenz zu beobachten war. Im Gegensatz zwn Rienttigt das Shiga-Toxin den
Retromer-Komplex zum Transport von den frihen Eoden zu den Recycling-Endosomen
(Lieu und Gleeson, 2010; McKenz¢ al, 2012).

Auch die beiden Sorting-Nexine Snx4p und Snx41m siicht in den RTA-Transport in
Hefen involviert. In Sdugerzellen wurde jedoch zueist das Sauger-Homolog von Snx4p,
SNX4, bereits indirekt mit dem Ricin-Transport ireddindung gebracht (Skanlared al,
2009), wobei in Hefen die Vesikel-Sortierung duishx4p keine entscheidende Rolle zu
spielen scheint. Neben Snx4p konnte auch ein Witerd bei Tlg2p beobachtet werden. So
konnte der in der Literatur beschriebene Einfluss 8&duger-Homologs von Tlg2p, Syntaxin
16, nicht eindeutig bestatigt werden (Amessbal, 2007; Moreatet al, 2011). Zwar zeigte
der Verlust von TIg2p eine Zunahme der Fluoreszenz ca. 16 %, jedoch wurde der
Schwellenwert nicht Uberschritten. Da der 75 %-Sdlemwert willktrlich definiert wurde,
kann nicht ausgeschlossen werden, dass TIg2p zestingilweise am RTA-Transport
beteiligt ist. Zusatzlich ist bekannt, dass datNARE Tlg2p zusammen mit den t-SNAREs
Tlglp und Vtilp einen Komplex bildet, der die Fusider Vesikel mit dem TGN vermittelt
(Coeet al, 1999). Eventuell spielt das essentielle Tlglpedibergeordnete Funktion beim
Transport von RTA im Vergleich zu TIg2p. Ein Hinwedafur ist der starke Effekt von
Vps51p, das normalerweise mit Tlglp interagiert wsumit die Bindung des GARP-
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Komplexes gewahrleistet (Fridmann-Sirkisal, 2006; Reggioret al, 2003). Da es sich bei
Vtilp und Tlglp um essentielle Proteine handelfyrite der Einfluss nicht weiter analysiert
werden. Zukunftig sollte durch Uberexpressionsstmdieider Proteine deren Beteiligung am
RTA-Transport geklart werden.

Die vorliegenden Resultate deuten zudem daraufdaiss der Transport von RTA nicht Uber
COPIB-Vesikel vermittelt wird. Sowolisec28als auchgcslhatten keinen Einfluss auf die
in vivo Toxizitdt von RTA. Neben dem retrograden Golgi-ERnsport reguliert Geslp auch
den COPIB-vermittelten Transport vom Endosom zumgic@pparat (Robinsonet al,
2006). Sec28p hingegen gehort zum Coatomer SublexmB| der in Hefen zuséatzlich
Sec33p und Sec26p enthalt (Eugsteal, 2000). Das Protein stabilisiert Sec33p, wodurch
COPIB-Vesikel intakt bleiben (Dudept al, 1998). Auch im Sauger ist bislang keine
Beteiligung von COPIB-Vesikeln am Ricin-Transpoesbhrieben.

Interessanterweise konnte auch die Beteiligung W&NARES Snclp bestatigt werden.
Normalerweise spielt Snclp zusammen mit Tlg2p e¥ehtige Rolle beim Transport von
sekretorischen Vesikeln zur Plasmamembran (Protopepal, 1993). Zuséatzlich hat es eine
wichtige Funktion beim retrograden Transport von éé&hen Endosomen zum TGN (Lewis
et al, 2000). Mittlerweile wird Snclp auch mit der Engltmse in Verbindung gebracht
(Gurunatharet al, 2000). Eventuell spielt es auch bei der Endozytas RTA in Hefen eine
entscheidende Rolle. Der schwache Einfluss vonlig2d der fehlende Effekt von Snx4p
und Snx41p sprechen gegen eine wichtige Rolle variSim Endosom-Golgi-Transport von
RTA. Da beide Sorting-Nexine entscheidend fur déok&ansport von Snclp vom Endosom
zum Golgi sind, hatte deren Verlust einen starkiéekEauf die RTA-Toxizitat haben mussen
(Hettemaet al, 2003). Neben Snclp existiert noch ein weiter&\WRE, Snc2p, dessen
Beteiligung zukinftig naher analysiert werden solEs kann nicht ausgeschlossen werden,
dass Snc2p in den RTA-Vesikeln vorhanden ist umdAtedockschritt mit den in der Golgi-
Membran befindlichen t-SNAREs, wie z.B. TIiglp od¥ftilp, vermittelt. Ebenso
untermauert der starke Einfluss vaasd die Theorie, dass Snclp in die RTA-Endozytose
involviert sein konnte. Es ist bekannt, dass Sndas Andocken und die Fusion von
sekretorischen Vesikeln mit der Plasmamembran viniin dem es zusammen mit den
t-SNARESs Ssolp, Sso2p und Sec9p einen funktiorisidehRE-Komplex bildet (Aaltcet al,
1993; Gurunatharet al, 2000). Bei Hefezellen, denen Ssolp fehlt, saliee Fusion der
sekretorischen Vesikel mit der Plasmamembran uabel®n sein, wodurch aufgrund des
fenlenden Snclp die effiziente Endozytose von RTérhindert wird. AbschlieRend

unterstitzt auch der starke Einfluss vasyn8 die Beteiligung von Snclp an der
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Toxininternalisierung. Syn8p kann zusammen mit preihen Komplex bilden, der in Hefen
vermutlich eine Rolle beim Plasmamembran-Endosoamgport spielt (Lewis und Pelham,
2002). Fehlt diese Interaktion aufgrund der Detetiird eventuell der Toxintransport zum
frihen Endosom verhindert. Zukiinftig sollte daher id vivo Toxizitdt von RTA in den
DeletionsmutanterAsec9 und Asso2 analysiert werden, um diese Annahme weiter zu
untermauern. Ein mogliches Modell der RTA-Endozgtest in Abbildung 58 dargestellt,

wobei die jeweilige Funktion der drei Proteine bdioxintransport noch unklar ist.

Ssolp
[ |

/1{\‘ Sncip PM

-

Sec9p
Syn8p

Snci1p
Endozytose d) Exocytose

o
=D | W
@ﬁ\\j@

\ TGN
Co— —— ) Golgi

Abbildung 58: Modell des RTA-Transports von der Plamamembran zum friilhen Endosom in
Hefen. (EE = Frihe Endosomen, LE = Spate Endosomen, PMsriamembran)

Neben dem Endosom-Golgi-Transport wurden auch Metamit Defekten im Golgi-ER-
Transport untersucht. Dabei zeigte sich, dass sbwglo3 als auchAgeal einen starken
Einfluss auf die RTA-Toxizitat haben, was auf ewiehtige Funktion beider Proteine beim
Toxintransport in Hefen hindeutet. Da beide PraeiRegulatoren der Arf-GTPasen
darstellen, liegt die Vermutung nahe, dass die@FfPasen in den retrograden Transport von
RTA involviert sind (Lewiset al, 2004; Peyrochet al, 1996; Spangt al, 2001). In Hefen
werden sowohl Gealp, Glo3p als auch die Arf-GTPas#rdem Golgi-ER-Transport Uber
COPI-Vesikel in Verbindung gebracht, weshalb vetiditauch beim Transport die COPI-
Vesikel eine Rolle spielen (Gaynert al, 1998; Lewiset al, 2004; Pooret al, 1999; Richter
et al, 2007). Im Sauger hingegen scheint der Transpont Ricin COPIl-unabhéngig zu
verlaufen, wobei auch ein COPI-abhangiger Transpait vollkommen ausgeschlossen
werden kann (Cheet al, 2003).

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte zudem igexeerden, dass wohl auch in Hefen

alternative RTA-Transportwege existieren. So korbgispielsweise belegt werden, dass die
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Deletion vonRER1einen starken Einfluss auf das RTA-Trafficking.Ha¢i Rerlp handelt es
sich um ein Membranprotein, welches in der GolgirMdean lokalisiert ist und als
Ruckhalterezeptor fur Membranproteine aus dem ERiéut (Nishikawa und Nakano, 1993;
Satoet al, 2001). Dieses Protein stellt einen vielversprade@ Kandidaten dar, um dessen
Beteiligung am RTA-Transport in Hefen genauer zalysieren. Ebenfalls ist nichts Uber den
Einfluss des gleichnamigen Sauger-Homologs, Regiln @ransport von Ricin bekannt. Wie
genau der Rezeptor in den RTA-Transport involvirtsollte durch kiinftige Studien geklart
werden. Ebenso zeigte die Deletionsmutaygec22eine verminderte RTA-Toxizitat. Bereits
Moreauet al. (2011) konnten zeigen, dass das Sauger-HomologSeo22p, Sec22B, einen
starken Einfluss auf die Ricin-Toxizitat besitztuéh die Deletion von Erv46p bestatigt
wiederum die grofe Gemeinsamkeit zwischen dem geetden Transport von RTA und
Ricin. Die Deletion VOnERV46 verursachte eine starke Verringerung der RTA-Tittiz
gegeniber Hefespharoplasten. In Hefen bildet Enedégn aktiven Komplex mit Erv41p, der
zwischen ER und Golgi zirkuliert und in COPII-Vesik lokalisiert ist (Otte und Barlowe,
2002; Welshet al, 2006). Die genaue biologische Funktion des Komgdein Hefen ist
jedoch noch unbekannt. Sowohl das Sauger-Homolod=ve46p (ERGIC3) als auch das von
Erv4dlp (ERGIC2) sind im ER-Golgi intermedidren Karpment lokalisiert (Orciet al,
2003). Moreatet al. (2011) postulierten, dass ERGIC2 eine entscherl&wmponente beim
Golgi-ER-Transport von Ricin im Sauger darstella Brv46p nur im Komplex mit Erv4lp
seine Funktion ausiben kann, deutet das Resultaufdain, dass auch der Golgi-ER-
Transport von RTA Uber einen &ahnlichen Mechanisrabtaufen konnte. Daher sollte
zuklnftig auch der Effekt vofterv41auf den Toxintransport in Hefen charakterisiertdea.
Aufgrund der starken Gemeinsamkeiten zwischen desmsport von RTA und Ricin stellt
sich die Frage, inwieweit RTB beim intrazellular@mansport eine Rolle spielt. Die
Vermutung, dass RTB an KDEL-tragende Proteine inlgiGamndet und diese ausnutzt, um
retrograd in das ER transportiert zu werden, windcd die vorliegenden Untersuchungen
nicht unterstitzt. Sowohl in Hefe- als auch in SFmgllen scheint RTA in der Lage zu sein,
das Zytosol ohne RTB zu erreichen. Auch die starkemologien im Endosom-Golgi-
Transport von RTA und Ricin deuten darauf hin, ddss Toxintransport RTB-unabhangig
erfolgt.

Aufbauend auf den Resultaten konnten neben deerfébh Komponenten der untersuchten
Komplexe auch weitere Deletionsmutanten getestetdewe Vor allem der Einfluss des
essentiellen TRAPP- und COG-Komplexes sollte mitfeHivon Uberexpressionsstudien
analysiert werden. Parallel zu den RTA-Untersucleangplite der retrograde Transport von
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RTAPEL und RTA®E: mit Hilfe des GFP-Reportersystems néher analysierden, um

maogliche Unterschiede in der Transportroute zutiieieren.

Modell des retrograden Transports von RTA in Hefen

Anhand der im Rahmen der vorliegenden Arbeit gewoen Erkenntnisse kann ein
Transportmodell vorgestellt werden, welches die lnbig retrograde Transportroute von
RTA im Modellorganismus$. cerevisiadeschreibt (Abbildung 59).

Die Respirationsuntersuchungen voend3haben gezeigt, dass die Internalisierung von RTA
durch Endozytose vermittelt wird. Mit Hilfe des Regrsystems konnten drei weitere
Proteine (Snclp, Ssolp und Syn8p) identifiziertdear die beim Toxintransport von der
Plasmamembran zum friihen Endosom eine entscheideoltk ibernehmen, wobei deren
genaue Funktion noch unklar ist. Die anschlieRextuzhnirung der RTA beladenen Vesikel
und deren Trafficking vom Endosom zum TGN erfolgiti@mer-unabhéngig und ohne die
Beteiligung der Sorting-Nexine Snx41p und Snx4pckder Transport tber COPIB-Vesikel
kann anhand der Resultate ausgeschlossen werdeilbddahinaus zeigen die bisherigen
Resultate, dass das Andocken der RTA-beladenerk&emn die Golgi-Membran einerseits
durch die Komponenten Vps54p und Vps51p des GARPyHexes initiiert und andererseits
durch die GTPase Ypt6p reguliert wird. Neben dekrR@erung von Vps54p und Vps51p ist
Ypt6p wohl auch fur die spatere Fusion der Vesikélder Golgi-Membran verantwortlich.
Nach dem Andockschritt scheint Sft2p fir die Erkemn der RTA-beladenen Vesikel
verantwortlich zu sein, wobei nicht ausgeschlossenden kann, dass auch noch weitere
t-SNAREs, wie z.B. Vtilp oder Tlglp, an diesem Z&ss beteiligt sind. Auch die
Beteiligung des v-SNARE Snclp bei der Erkennung Wesikel kann nicht ganzlich
ausgeschlossen werden, obwohl das Protein wohl le#ieder Endozytose von RTA eine
Rolle spielt. Im Gegensatz zum Ricin-Transport sth&lg2p zumindest in Hefen eine
untergeordnete Funktion beim Transport von RTA @m@hmen. Der intra-Golgi-Transport
von RTA konnte mit Hilfe des Testsystems nicht méttearakterisiert werden, wobei der
TRAPP- und der COG-Komplex vielversprechende Kaaigid darstellen, da sie bereits mit
dem Transport von Ricin in Verbindung gebracht veardMoreauet al, 2011). Auch beim
Golgi-ER-Transport konnten mit Erv46p und Sec22pm@&easamkeiten zwischen dem
Trafficking von RTA und dem von Ricin beobachtetrden. Die Beteiligung von Rerlp zeigt
zudem, dass weitere alternative Transportwege flIA Rexistieren. Wie bereits beim
Endosom-Golgi-Transport scheinen ebenfalls GTPasatiesem Fall die Arf-GTPasen, eine

wichtige Rolle bei der Regulation des RTA-Transpat spielen. Aufgrund der Beteiligung
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von Hrdlp und Derlp kann davon ausgegangen werdEss die ER-Zytosol-
Retrotranslokation von RTA wie nach intrazellulaReFA-Expression mit Hilfe der ERAD-
Maschinerie erfolgt (Liet al, 201l1a). Der resistente Phanotyp varpl12B bei den
Respirationsmessungen belegt zudem, dass RTA &fseht die Ribosomen im Zytosol der
Hefe inaktiviert.

Die externe Applikation von RTA liegt somit sehr hea an der natirlichen
Intoxifikationsroute von Ricin. Auch die Gemeinsaaitkn zwischen dem Transport von
RTA und Ricin unterstreichen, dass das etabliegstslystem hervorragend zur Analyse des

retrograden Transports von RTA im ModellorganisiBuserevisiageeignet ist.
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atlly1lasen O O
ER
Yos9p

Abbildung 59: Modell des intrazellularen RTA-Transports in Hefen. Proteine, die eine Rolle beim
Toxintransport spielen sind invtin dargestellt, wahrend nicht-involvierte Proteiné markiertsind.
Proteine in schwarzer Schrift wurden nicht in dieSéudie untersucht. Bei den mit * markierten
Proteinen handelt es sich um essentielle Proteiileemit Hilfe des GFP-Reportertestsystems nicht
analysiert werden konnen. (EE = Friihe Endosomen Bpate Endosomen, PM = Plasmamembran,
ER = Endoplasmatisches Retikulum, TGN = Trans-{zdiggzwerk). Weitere Erklarungen sind dem
Text zu entnehmen.
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ER-Importstudien von K28ppssRTA in Hefen

Neben den in der vorliegenden Arbeit entwickeltezfebasiertenin vivo Testsystemen
existiert bereits ein artifizielles Modellsystem idefe, mit dessen Hilfe der finale
ER-Zytosol-Retrotranslokationsschritt von RTA nagesigllt werden kann (Let al, 2011a;
Simpsonet al, 1999). Dabei wird der Import von RTA in das ERatudas Anfligen einer
N-terminalen ER-Signalsequenz ermdglicht. In frémerArbeiten konnte bereits gezeigt
werden, dass die natirliche Signalsequenz des-Rmiliufertoxins sowie das Importsignal
des Hefechaperons Kar2p einen effizienten ER-Impewntéhrleisten (Allert al, 2007; Liet
al., 2011a; Pariktet al, 2008). Obwohl auch die N-terminale Fusion der$ighalsequenz
des Killertoxins K28 einen vivo Toxizitat von RTA inS. cerevisiaevermittelt, konnte der
anschlieBende ER-Import der Toxinfusion bislang hnaticht nachgewiesen werden
(Schnoder, 2009). Dennoch deutet die vermindertgvo Toxizitat des Toxinkonstrukts in
Mutanten mit Defekten im posttranslationalen ER-dmsowie im Signalpeptidase-Komplex
indirekt auf einen Eintritt in das ER hin. Schn6@2009) stellte die Vermutung auf, dass der
Grund fur den eingeschrankten Import von K28-RTA einer fehlenden, toxinspezifischen
Pro-Region beruht. Uber die Funktion der 13 AS é&anBro-Region von K28 ist bisher wenig
bekannt (Rifferet al, 2002). Bei anderen Vorlauferproteinen scheimt Ero-Region eine
Chaperon-adhnliche Funktion zu Ubernehmen, um dieekt® Faltung des Proteins zu
unterstitzen (Lesaget al, 2003). AulRerdem kann sie als ,Spacer” fungievergurch die
Erkennung der Signalsequenz beim ER-Import erleithwird (Jolliffe et al, 2006). Die
Hydrophobizitat der Signalpeptid-Region von K28 dvilurch das Fehlen der Pro-Region
verringert, was maoglicherweise Auswirkungen auf B&Import hat (Schndder, 2009).

Um diese Theorie zu uberprifen, wurden in der ggdnden Arbeit eine wildtypische und
mutierte RTA-Toxinvariante mit N-terminaler Pra-F8@nalsequenz von K28 hergestellt
und diein vivo Toxizitat sowie der ER-Import der Toxinvariantdiher charakterisiert. Dabei
induzierte die intrazellulare Expression der wifdsghen Toxinfusion ein vermindertes
Zellwachstum inS. cerevisiaewohingegen bei der mutierten Toxinvariante eigistenter
Phanotyp erkennbar war. Auch bei der K28-RTA-Vagarvhne Pro-Region konnten ahnliche
Resultate beobachtet werden (Schnéder, 2009). Riehgfumstests bestatigen zudem, dass
die zusatzliche Pro-Region keinen negativen Eisflaisf diein vivo Toxizitat von RTA hat.
Mit Hilfe der radioaktiven Markierung konnte ebeldgadie in vivo Expression der K28pp
RTAF"Pvariante belegt werden. Wie bereits bei Schno@®09) war jedoch nur eine

immunreaktive Bande auf Hohe der als Referenz rititgeenin vitro Probe (unprozessierte
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Toxinvariante, ca. 37,2 kDa) zu erkennen. Aus fréheArbeiten ist jedoch bekannt, dass
RTA nach dem Eintritt in das ER posttranslationaldifiziert wird, wobei mindestens eine
der zwei potentiellen Glykosylierungsstellen von Rglykosyliert wird (Simpsonet al,
1999). Daher konnten beispielsweise bei Kar2-RTA&|ches effizient in das ER-Lumen
importiert wird, in vivo zwei immunreaktive Banden detektiert werden. Dtete Bande
entsprach dabei prozessiertem, unglykosyliertem RWahrend die obere Bande die
glykosylierte Form darstellte (Let al, 2011a). Um sicherzustellen, dass es sich bei der
detektierten Bande um die glykosylierte, imporgdform und nicht um den unprozessierten,
zytosolischen Vorlaufer von RTA handelt, wurde zmééh eine EndoH-Behandlung
durchgefuhrt. Das Enzym EndoH entfernt dabei digeéilgten Glykosylierungen, in dem es
die Bindung zwischen zwei N-Acetylglukosamin-Molékil spaltet (Maleyt al, 1989). Bei
einer vorhandenen Glykosylierung ware aufgrunditetoH-Behandlung eine Verringerung
der Bandengrof3e im SDS-Gel zu erwarten gewesenjedash nicht gezeigt werden konnte.
Auch in Anwesenheit eines Proteasomeninhibitorsedeen raschen Abbau der importierten,
glykosylierten RTA-Form verhindern sollte, konntereder zwei immunreaktive Banden
noch die Glykosylierung von RTA nachgewiesen werde Untersuchungen zeigten somit,
dass es sich hdchst wahrscheinlich um die unpriezéss/orlauferform von RTA handelte.
Die Resultate von K28pgRTA sind somit vergleichbar mit den Ergebnissen #@8-RTA
ohne Pro-Region (Schnoder, 2009). Die Vermutungssddie Pro-Region zu einem
verbesserten Import von RTA fihrt, konnte nichttéigt werden. Des Weiteren bleibt die
Funktion der Pro-Region von K28 weiterhin unklagb&i eine mdgliche Rolle beim ER-
Import eher unwahrscheinlich ist. Zudem ist die K3§nalsequenz ungeeignet zur
Untersuchung der ER-Zytosol-Retrotranslokation irefdth, da ein effizienter und
nachweisbarer ER-Import von RTA nicht gewahrleisgtt Die Wahl der Signalsequenz
scheint sich entscheidend auf die an der Retrdtkatson von RTA beteiligten Proteine
auszuwirken. Fur K28-RTA spielt beispielsweise dBoalO-Komplex sowie der
Cdc48-Komplex eine wichtige Rolle, wahrend bei @4uminalen Kar2-RTA-Variante
beide Komplexe keinen Einfluss besitzen, obwohbotegsch RTA nach Abspaltung des
Signalpeptidsm ER-Lumen identische Proteine fir die ER-ZyteRekrotranslokation nutzen
sollte i et al, 201la; Schnoder, 20P9Daher bleibt unklar, ob die intrazellulare
RTA-Expression ein geeignetes Modell fir die Untersaghdes Toxintransports darstellt. Im
Gegensatz dazu stellt das im Rahmen der vorliegedbeit etablierte Testsystem eine
vielversprechende Alternative dar, da es Signakserunabhangig ist und somit der
Transport von RTA nicht durch eine Signalsequerarfkisst werden kann.
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5. Ausblick

Die in der vorliegenden Arbeit durchgefihrten Ustehungen zur heterologen Expression
von RTA dienten zunéchst der Bereitstellung aubexd grofRer Mengen an biologisch
aktiven Toxinvarianten, welche dann in der spater&nalyse des intrazellularen
Toxintransports verwendet wurden. Obwohl die Hdtstg aller Toxinvarianten irk. coli
erfolgreich verlief, sollte kiinftig deren Lagerumgptimiert werden, um die biologische
Aktivitat Gber einen langeren Zeitraum zu gewabktkn. Eine weitere Optimierung der
RTA-Produktion kann dabei nur individuell unter kanlierbaren Bedingungen in einem
Bioreaktor erfolgen, wobei die bisher ermittelteardneter als Grundlage dienen kénnen.
Zusatzlich ist in der Literatur beschrieben, daas Anfligen eines HjsTag eine gesteigerte
Bindungskapazitat unsh vivo Toxizitat des Letal-Faktors des Anthrax-Toxins Eotge hat
(Neumeyeret al, 2006). Um auch einen mdglichen Einfluss des vede&en His-Tags auf
den retrograden Transport von RTA auszuschliedsamten zuklnftig Toxinvarianten mit
N-terminalem Tag und zusétzlicher Enterokinase-Bistelle, wie z. B. einer TEV-Protease-
Schnittstelle, hergestellt werden, bei denen dasribgh der Reinigung entfernt werden kann.
Auch die Etablierung eines vitro Testsystems zur Bestimmung der enzymatischen iwdtiv
ware sinnvoll, um die einzelnen Varianten besseteimander vergleichen und madgliche
negative Auswirkungen der Reinigung und Lagerungldeeren zu kdnnen (Chaddock und
Roberts, 1993). Mittelfristig sollte auch der Nadhsv der in vivo Toxizitat Uber ein
nicht-enzymbasiertes Testsystem erfolgen, um eemsitvere und frihzeitigere Detektion
des toxischen Effekts zu ermdéglichen. Dabei kondée Nachweis entweder Uber die
Bestimmung der Proteinbiosynthesehemmung durcheddrau von Radioisotopen oder tber
eine RT-PCR-basierte Detektion der 28S rRNA-Deperung stattfinden (Piercet al,
2011; Rapalet al, 1997; Wale=t al, 1993).

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit war der biochehesNachweis der Toxinaufnahme
nicht gelungen. Eine Mdoglichkeit dies in Zukunft Zndern, stellt die nachtragliche
Markierung der RTA-Varianten mit radioaktiveriPldar. In friiheren Studien konnte die
Endozytose und der Transport von Ricin im Saugknzehit dieser Technik biochemisch
untersucht werden (Klokkt al, 2011; Rapalet al, 1997). Damit kdnnten in Zukunft nicht
nur der zeitliche und raumliche Transport von RTArdgnten im Sauger charakterisiert,
sondern auch neue Interaktionspartner durch Imnéamutationsstudien identifiziert sowie

die Effekte von Inhibitoren auf den RTA-Transpogsbhrieben werden.
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Auch die Visualisierung der RTA-Aufnahme und desarellularen Transports ertffnen
vielfaltige Mdglichkeiten, die Prozesse sowie diearath beteiligten Proteine zu
charakterisieren. Im Rahmen der vorliegenden Arkaiinte ein entscheidender Schritt durch
die Herstellung aktiver, fluoreszenzmarkierter Tmarianten erzielt werden. Auch die
Toxinaufnahme wurde teilweise bestétigt, wobei iokuhft die Parameter, wie z.B.
Toxinmenge, Zellzahl und Inkubationszeit, durch isthon der Bedingungen optimiert
werden sollten, um eine optimale Toxinaufnahme =zaraigtieren. Ebenso sollte die
Endozytose sowie der Transport der RTA-Variantegr ilhehrere Stunden in Echtzeit mittels
CLSM analysiert werden. Ein langfristiges Ziel wadgabei die Charakterisierung der
Dynamik der Endozytose der einzelnen RTA-VariamnHilfe der TIRF-Mikroskopie.
Zudem konnte in der vorliegenden Arbeit durch di@dkalisation zwischen eGFP-RTAF-
und Erd23 ein erster potentieller Interaktionspartmeschrieben werden. Aufbauend auf den
gewonnenen Ergebnissen sollte in Zukunft die Ikteya zwischen der HDEL-tragenden
RTA-Toxinvariante und dem Erd23-Rezeptor nadher aktarisiert werden. Neben dem
biochemischen Nachweis der Interaktion sollte gekigrden, ob die Interaktion bereits auf
Ebene der Plasmamembran oder erst nach Endozytiosgt.en Hefen gibt es bereits erste
Hinweise, dass das Pendant der saugerspezifischd28-Rezeptors, Erd2p, in geringer
Kopienzahl an der Plasmamembran kolokalisiert, @dech noch nicht im S&uger bestatigt
werden konnte (Dausend, 2011). Daher sollte zulgidfe Kolokalisation von Erd23 an der
Plasmamembran in Sadugerzellen bestatigt werdereilkéinnte beispielsweise der Rezeptor
in einem potentiellen extrazellularen Bereich mier cr-Bungarotoxin-Bindestelle auf
genetischer Ebene markiert werden. Durch Zugabe wituoreszenzmarkiertem
a-Bungarotoxin, welches mit hoher Affinitat an diedeag bindet und selbst nicht in die Zelle
eindringt, kénnte so eine eventuelle Lokalisatioes dErd23-Rezeptors auf Ebene der
Plasmamembran detektiert werden (Kunedral, 2008; Sekine-Aizawa und Huganir, 2004;
Wilkins et al, 2008). Des Weiteren konnte die Beteiligung der BKERezeptoren am
Transport von RTAPE- durch den siRNA-Knockdown einzelner oder mehréterzeptoren
und deren Auswirkung auf dien vivo Toxizitdt untersucht werden. Aul3erdem ware es
interessant zu klaren, ob auch die Abséattigung Rezeptoren durch die intrazellulare
Uberexpression HDEL-tragender Testproteine, w. nCherry°=- oder GFBPF, zu einer
Verringerung der invivo Toxizitat in Saugerzellen fuhrt. Beim KDEL-tragemd
Pseudomonag&xotoxin A hatte beispielsweise die intrazelluléfigerexpression des Proteins
Lysozynt®E- einen protektiven Effekt (Barek al, 2003; Sandvigt al, 2010b).
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Zukunftig sollten weiterfilhrende Untersuchungen Bateiligung des Sec61-Komplexes am
Transport von RTAPE- und RTA™E" durchgefiihrt werden. Dabei sollte vorrangig diager
geklart werden, ob die Verringerung dervivo Toxizitat beider Toxinvarianten direkt oder
indirekt auf den Proteinverlust von Sea64uriickzufiihren ist. Jedoch ist die Fragestellung
nicht leicht zu adressieren. Eventuell kbnnte dinliéher Versuchsansatz wie bei Rapmk
al. (1997) eingesetzt werden. Diese konnten durchAgdiggen einer zusatzlichen Tyrosin-
Sulfatierungsstelle bzw. Glykosylierungsstelle ditenge an Toxin bestimmen, die den
Golgi-Apparat und das ER erreicht haben. Damit kéndie Menge an Toxin bestimmt
werden, die bei gesilencten und ungesilencten Zetlen Golgi-Apparat sowie das ER
erreichen. Ein nicht-vorhandener Unterschied inTaetinmenge wirde dabei auf eine direkte
Rolle von Secéd am ER-Zytosol-Transport hindeuten, wohingegen b&iner
unterschiedlichen Toxinmenge ein indirekter Eirglwsahrscheinlicher ware.

Auch die Etablierung der hefebasierten Testsystdmetet eine Reihe von neuen
Moglichkeiten. So kann kinftig die Beteiligung wesgr Proteine am Toxintransport
analysiert werden. Besonders interessant wéare ahbdintersuchung der hefespezifischen
Arf-GTPasen, fur deren Regulatoren Glo3p und Gdadneits ein Einfluss im Rahmen der
vorliegenden Arbeit bestéatigt werden konnte. Zudeollte mit Hilfe der Aerd2
Deletionsmutante YA12 geklart werden, wie sichéarlust des HDEL-Rezeptors Erd2p auf
den Transport von RTAR® und RTA®E: in Hefen auswirkt. Um den Einfluss von
essentiellen Hefegenen, wie z. B. den Komponene&snT®RAPP- und COG-Komplexes, zu
testen, sollten die einzelnen Proteine Uberexprimied die Auswirkungen auf di@ vivo
Toxizitdt von RTA mit Hilfe des GFP-Fluoreszenz-Bystems charakterisiert werden.
AulRerdem sollte die Rolle von Rerlp am Ricin-Tramsp Saugerzellen untersucht werden.
Dies konnte beispielsweise durch siRNA-Knockdowrerodurch Kolokalisationsstudien
Uberpruft werden. Eventuell konnte auch der Trarispon Ricin mit Hilfe des neuen
Testsystems in Hefen analysiert und mit den Ergsieni von RTA verglichen werden. Dies
konnte zeigen, ob der intrazellulare ToxintransporAnwesenheit der B-Kette wesentlich
vom retrograden Transport von RTA abweicht.

Diese Ansatzpunkte konnen mittel- und langfristagwl beitragen, den retrograden Transport
von RTA in Hefen und Saugerzellen aufzuklaren sowie Beteiligung des Sec61-

Translokons am Ricin-Transport zu untermauern.
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6. Zusammenfassung

Viele bakterielle, pflanzliche und viral-kodierte /BxToxine nutzen die retrograden
Transportmechanismen der Zielzellen aus, um ihréalftgsche A-Untereinheit zum
Wirkungsort zu transportieren. Auch das im Samen Rainus communiyorkommende
A/B-Toxin Ricin wird nach Bindung von RTB an Galake-haltige Strukturen auf der
Zelloberflache endozytiert und retrograd von dedosomalen Kompartimenten Uber den
Golgi-Apparat in das ER transportiert. AnschlieRemndrden die beiden Untereinheiten
voneinander getrennt und RTA disloziert vermutlighter Ausnutzung der ER-assoziierten
Proteindegradation aus dem ER-Lumen in das Zyt@amhach kann sich die katalytische A-
Untereinheit der proteasomalen Degradation teilevadstziehen und die eukaryotischen
Ribosomen inaktivieren, was den Tod der Zelle algé& hat.

Die molekularen Mechanismen sowie die am Toxingarisbeteiligten Proteine sind bislang
noch weitgehend unbekannt, weshalb bis heute aach keine effektive Behandlung von
Ricin-Intoxifikationen madglich ist. Um zukiinftig ne Therapiestrategien zu etablieren, stellt
die Charakterisierung der Transportmechnismen eimpes Ziel der Forschung dar.
Bisherige Bemuhungen zur Entwicklung effizientehibitoren erzielten meist nur starke
Nebenwirkungen bei geringer Spezifitdt. Um die ifikation von Ricin kinftig gezielter
behandeln und hemmen zu koénnen, ist ein detadBeNerstdndnis des intrazellularen
Toxintransports von essentieller Bedeutung. Die¥éssen konnte zudem helfen, das
Potential von Ricin auch zur Bekdmpfung von Krartdre wie z. B. Krebs, zu nutzen.
Bisherige Untersuchungen konnten bereits zeigegss ®RTA auch ohne die zellbindende
B-Untereinheit eine toxische Wirkung in Séugerzeliaduziert; die zugrunde liegenden
Mechanismen und Transportrouten sind auch hier megitgehend unbekannt. Vor diesem
Hintergrund wurde in der vorliegenden Arbeit detramellulare Transport verschiedener
RTA-Varianten in Saugerzellen und im Modellorganisi8. cerevisiamaher analysiert.

Dabei konnten RTA, RTA®: und RTA®E- sowie die entsprechenden fluoreszenz-
markierten Toxinvarianten InE. coli in gréf3eren Mengen exprimiert und durch
Affinitatschromatograpie Verfahren gereinigt werdén Vergleich zu RTA und eGFP-RTA
konnte nach Behandlung mit RTAEYKPEL bzw. eGFP-RTAPEYXPEL gine erhohten vivo
Toxizitat der Konstrukte beobachtet werden, wontgiapzeitig deren biologische Aktivitat

belegt wurde.
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Fluoreszenzmikroskopische Untersuchungen beledtmss eGFP-RTXE- von HeLa-Zellen
internalisiert wird und eine Kolokalisation mit deHDEL-Rezeptor Erd23 aufweist. Diese
Ergebnisse sind erste Hinweise dafiir, dass die essjpezifischen KDEL-Rezeptoren
vermutlich auch am retrograden Transport von R¥A beteiligt sind.

In der der vorliegenden Arbeit konnte zudem gezeigtden, dass der Knockdown von
Sec6h eine verringerte Sensitivitit von HelLa-Zellen gegger RTAPE- und RTA™E-
verursacht, was auf eine Beteiligung des Sec61slokons am Toxintransport hindeutet.
Des Weiteren wurde ein intrazellulares RTA-Exprassystem in Saugerzellen etabliert, mit
dessen Hilfe diein vivo Toxizitat verschiedener RTA-Varianten charakterisiwerden
konnte. Dabei zeigte sich, dass die intrazellul&xgression einer Toxinvariante mit
zusatzlichem ER-Importsignal im Unterschied zuroggtischen Expression eine weitaus
starkere Abnahme der Vitalitdt von HelLa-Zellen vsacht.

Zudem konnte erstmals dia vivo Toxizitat von extern appliziertem RTA, RTA™ und
RTA“PE- in Hefen belegt werden. Im Unterschied zu S&udlerzehatte lediglich das
Anfligen eines HDEL-Motivs eine erhhte ToxizitanvBTA zur Folge, wahrend RTRE-
sowie RTA eine schwéchere toxische Wirkung zeigten.

AbschlieRend konnten zwei innovative TestsystemeAnalyse des retrograden Transports
von RTA inS. cerevisiaentwickelt werden, welches erstmals ein in sidiligsiges Modell
zum RTA-Transport in Hefen ermdglichte. Hierbei ktan starke Gemeinsamkeiten
zwischen dem RTA-Transport in Hefen einerseits w@m Transport von Ricin in
Saugerzellen andererseits beobachtet werden. lanHgdielen der GARP-Komplex, Sft2p
sowie Ypt6p eine entscheidende Rolle, wobei dereméloge auch mit dem Transport von
Ricin in Verbindung gebracht werden. Der fehlendefltss des Retromers sowie der
COPIB-Vesikel deckt sich ebenfalls mit den Saugemaon Ricin. Des Weiteren konnten
neue Kandidatenproteine, wie z. B. Rerlp oder GlaBmtifiziert werden, die bislang nicht
mit dem Ricin-Transport in Verbindung gebracht warrdund kiinftig auch in Saugerzellen

analysiert werden sollten.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnten somiten&inblicke in den intrazellularen

Transport von RTA im Sauger und in Hefen gewonnenden und wichtige Grundlagen fur
den kinftigen Einsatz des Hefemodells zur Untersnghdes retrograden Transports von
RTA etabliert werden.

185



Literatur

7. Literatur

Aalto, M. K., Ronne, H. und Keranen, S.Yeast syntaxins Ssolp and Sso2p belong to a farhitglated
membrane proteins that function in vesicular trasrspEmbo J1993)12, 4095-4104.

Abrami, L., Reig, N. und van der Goot, F. G.Anthrax toxin: the long and winding road that leadsthe kill
Trends Microbiol2005)13, 72-78.

Agarwal, R., Eswaramoorthy, S., Kumaran, D., Dunn,J. J. und Swaminathan, S.Cloning, high level
expression, purification, and crystallization oétfull length Clostridium botulinum neurotoxin typdight
chain Protein Expr Purif2004)34, 95-102.

Aitchison, J. D., Blobel, G. und Rout, M. P.Nup120p: a yeast nucleoporin required for NPC disttion and
mMRNA transportJ Cell Biol(1995)131, 1659-1675.

Akbari, N., Khajeh, K., Rezaie, S., Mirdamadi, S.,Shavandi, M. und Ghaemi, N.High-level expression of
lipase in Escherichia coli and recovery of activeombinant enzyme through in vitro refoldifyotein
Expr Purif(2010)70, 75-80.

Alami, M., Taupiac, M. P., Reggio, H., Bienvenue, Aund Beaumelle, B.Involvement of ATP-dependent
Pseudomonas exotoxin translocation from a late alioy compartment in lymphocyte intoxication
procedure Mol Biol Cell (1998)9, 387-402.

Allen, S. C., Moore, K. A., Marsden, C. J., FulopV., Moffat, K. G., Lord, J. M., Ladds, G. und Robetts, L.

M. The isolation and characterization of temperatusg€eindent ricin A chain molecules in Saccharomyces
cerevisiae Febs J2007)274 5586-5599.

Amessou, M., Fradagrada, A., Falguieres, T., LordJ). M., Smith, D. C., Roberts, L. M., Lamaze, C. und
Johannes, L.Syntaxin 16 and syntaxin 5 are required for effitieetrograde transport of several
exogenous and endogenous cargo protelrGell Sci(2007)120 1457-1468.

Argent, R. H., Parrott, A. M., Day, P. J., Roberts,L. M., Stockley, P. G., Lord, J. M. und Radford, S E.
Ribosome-mediated folding of partially unfoldedrri&-chain J Biol Chen(2000)275 9263-9269.

Arighi, C. N., Hartnell, L. M., Aguilar, R. C., Haft, C. R. und Bonifacino, J. SRole of the mammalian retromer
in sorting of the cation-independent mannose 6-phate receptarJ Cell Biol(2004)165 123-133.

Audi, J., Belson, M., Patel, M., Schier, J. und Ostloh, J. Ricin poisoning: a comprehensive revielama2005)
294, 2342-2351.

Badizadegan, K., Wheeler, H. E., Fujinaga, Y. und &ncer, W. I. Trafficking of cholera toxin-ganglioside GM1
complex into Golgi and induction of toxicity depema actin cytoskeletorAm J Physiol Cell Physiol
(2004)287, C1453-1462.

Baenziger, J. U. und Fiete, DStructural determinants of Ricinus communis aggintiand toxin specificity for
oligosaccharidesJ Biol Chem(1979)254, 9795-9799.

Balint, G. A. Ricin: the toxic protein of castor oil seed®xicology(1974)2, 77-102.

Baluna, R., Coleman, E., Jones, C., Ghetie, V. undtetta, E. S. The effect of a monoclonal antibody coupled to
ricin A chain-derived peptides on endothelial catisiitro: insights into toxin-mediated vascularrdage
Exp Cell Reg2000)258 417-424.

Baluna, R. und Vitetta, E. S.Vascular leak syndrome: a side effect of immunagmerimmunopharmacology
(1997)37,117-132.

Bar-Nun, S., Shneyour, Y. und Beckmann, J. SG-418, an elongation inhibitor of 80 S ribosom&sochim
Biophys Acta(1983) 741, 123-127.

Barbero, P., Bittova, L. und Pfeffer, S. RVisualization of Rab9-mediated vesicle transpartrfrendosomes to the
trans-Golgi in living cellsJ Cell Biol(2002)156 511-518.

Barbieri, L., Battelli, M. G. und Stirpe, F. Reduction of ricin and other plant toxins by thpsbtein disulfide
oxidoreductasesArch Biochem Biophy$1982)216 380-383.

Barbieri, L., Ciani, M., Girbes, T., Liu, W. Y., Van Damme, E. J., Peumans, W. J. und Stirpe, FEnzymatic
activity of toxic and non-toxic type 2 ribosomedtiaating proteinsFEBS Lett(2004)563 219-222.

Barbieri, L., Polito, L., Bolognesi, A., Ciani, M., Pelosi, E., Farini, V., Jha, A. K., Sharma, N., Wianco, J. M.,
Chambery, A., Parente, A. und Stirpe, F.Ribosome-inactivating proteins in edible plants and
purification and characterization of a new riboscinactivating protein from Cucurbita moschata
Biochim Biophys Actg2006)176Q 783-792.

Bard, F., Mazelin, L., Pechoux-Longin, C., Malhotra V. und Jurdic, P. Src regulates Golgi structure and KDEL
receptor-dependent retrograde transport to the gutalemic reticulumJ Biol Chem(2003) 278 46601-
46606.

Barth, S., Huhn, M., Matthey, B., Schnell, R., Tawdros, S., Schinkothe, T., Lorenzen, J., Diehl, V.nd
Engert, A. Recombinant anti-CD25 immunotoxin RFT5(SCFV)-Eemahstrates successful elimination
of disseminated human Hodgkin lymphoma in SCID .ni¢d Cance(2000)86, 718-724.

186



Literatur

Beck, R., Rawet, M., Wieland, F. T. und Cassel, 0:he COPI system: molecular mechanisms and fundiBBS
Lett (2009)583 2701-2709.

Becker, B. und Schmitt, M. J.Adapting yeast as model to study ricin toxin A kptand trafficking Toxins(2011)
3, 834-847.

Beckmann, R., Bubeck, D., Grassucci, R., Penczek,, R/erschoor, A., Blobel, G. und Frank, JAlignment of
conduits for the nascent polypeptide chain in ibesome-Sec61 comple&ciencg1997)278 2123-2126.

Beh, C. T. und Rose, M. D.Two redundant systems maintain levels of resideatems within the yeast
endoplasmic reticulunProc Natl Acad Sci U S £1995)92, 9820-9823.

Beyer, N. H., Kogutowska, E., Hansen, J. J., Engaht llligen, K. E. und Heegaard, N. H. A mouse model for
ricin poisoning and for evaluating protective effeof antiricin antibodiesClin Toxicol (Phila)(2009)47,
219-225.

Bjerling, P., Olsson, I. und Meng, X.Quantitative live cell fluorescence-microscopy asd of fission yeasd Vis
Exp (2012)

Bonifacino, J. S. und Glick, B. SThe mechanisms of vesicle budding and fusimil (2004)116 153-166.

Bonifacino, J. S. und Hierro, A. Transport according to GARP: receiving retrogradergo at the trans-Golgi
network Trends Cell Bio(2010)21, 159-167.

Bonifacino, J. S. und Rojas, RRetrograde transport from endosomes to the trankgiGmetwork Nat Rev Mol
Cell Biol (2006)7, 568-579.

Botstein, D., Chervitz, S. A. und Cherry, J. M.Yeast as a model organis®ciencg1997)277, 1259-1260.

Bradley, J. L., Silva, H. M. und McGuire, P. M. Depurination of yeast 26S ribosomal RNA by recoatimicin
A chain Biochem Biophys Res Comm1987)149, 588-593.

Brodsky, J. L. Translocation of proteins across the endoplasmticséum membranelnt Rev Cytol(1998) 178
277-328.

Bujny, M. V., Popoff, V., Johannes, L. und CullenP. J. The retromer component sorting nexin-1 is requii@d
efficient retrograde transport of Shiga toxin fraxarly endosome to the trans Golgi netwaikCell Sci
(2007)120 2010-2021.

Burbage, C., Tagge, E. P., Harris, B., Hall, P., FuTl., Willingham, M. C. und Frankel, A. E. Ricin fusion toxin
targeted to the human granulocyte-macrophage coktimgulating factor receptor is selectively tox t
acute myeloid leukemia cellseuk Reg1997)21, 681-690.

Burgsh, H. G. Toxic hazards: the castor bead Eng J Med1960)262, 1039-1040.

Burnette, W. N. "Western blotting": electrophoretic transfer of pemns from sodium dodecyl sulfate--
polyacrylamide gels to unmodified nitrocellulose damadiographic detection with antibody and
radioiodinated protein AAnal Biochem(1981)112 195-203.

Burri, L., Varlamov, O., Doege, C. A., Hofmann, K.,Beilharz, T., Rothman, J. E., Sollner, T. H. und lithgow,
T. A SNARE required for retrograde transport to the&@plasmic reticulumProc Natl Acad Sci U S A
(2003)10Q 9873-9877.

Butterworth, A. G. und Lord, J. M. Ricin and Ricinus communis agglutinin subunitsatelerived from a single-
size polypeptide precursdeur J Biochenf1983)137 57-65.

Caine, J., Sankovich, S., Antony, H., Waddington, 1. Macreadie, P., Varghese, J. und Macreadie, I.
Alzheimer's Abeta fused to green fluorescent pmoieiluces growth stress and a heat shock response
FEMS Yeast Ref007)7, 1230-1236.

Calvin, N. M. und Hanawalt, P. C. High-efficiency transformation of bacterial cells/ kelectroporation J
Bacteriol(1988)170 2796-2801.

Campbell, S. G. und Ashe, M. PAn approach to studying the localization and dyr@nuf eukaryotic translation
factors in live yeast celldethods Enzymo|2007)431, 33-45.

Cappel, S.Funktionale Charakterisierung der ER-luminalen Rioe BIP, GRP170 und SIL1 hinsichtlich der
Zellvitalitst und der Protein-Biogenese Dissertation (2011) Medizinische Biochemie und
Molekularbiologie, Universitat des Saarlandes.

Cawley, D. B., Hedblom, M. L., Hoffman, E. J. und Huston, L. L. Differential ricin sensitivity of rat liver and
wheat germ ribosomes in polyuridylic acid trangatiArch Biochem Biophy$1977)182 690-695.

Chaddock, J. A. und Roberts, L. M.Mutagenesis and kinetic analysis of the active Giigl77 of ricin A-chain
Protein Eng1993)6, 425-431.

Chalfie, M., Tu, Y., Euskirchen, G., Ward, W. W. urd Prasher, D. C.Green fluorescent protein as a marker for
gene expressiorsciencg1994)263 802-805.

Chazaud, B., Muriel, M. P., Aubery, M. und DecastelM. Ricin toxicity and intracellular routing in tumordT-
29 cells. I. Ricin routing and toxicity are relatéalthe state of differentiation of HT-29 celisxp Cell Res
(1995)221, 205-213.

Chen, A., AbuJarour, R. J. und Draper, R. K.Evidence that the transport of ricin to the cytggtais independent
of both Rab6A and COPJ Cell Sci(2003)116 3503-3510.

Chen, A., Hu, T., Mikoryak, C. und Draper, R. K. Retrograde transport of protein toxins under coiwis of
COPI dysfunctionBiochim Biophys Act42002)1589 124-139.

187



Literatur

Chen, C. C., Wu, J. K., Lin, H. W, Pai, T. P, FuT. F., Wu, C. L., Tully, T. und Chiang, A. S.Visualizing
long-term memory formation in two neurons of the$aphila brain Sciencg2012)335 678-685.

Chen, X. H., Liu, Q. und Zhan, J. B.[Construction and expression of ricin A chain aréen fluorescent protein
fusion gene in E. coli]Zhejiang Da Xue Xue Bao Yi Xue Bg2005)34, 201-206.

Chiou, J. C., Li, X. P., Remacha, M., Ballesta, JP. und Tumer, N. E. The ribosomal stalk is required for
ribosome binding, depurination of the rRNA and tytaity of ricin A chain in Saccharomyces cereaési
Mol Microbiol (2008)70, 1441-1452.

Coe, J. G, Lim, A. C., Xu, J. und Hong, W.A role for Tlglp in the transport of proteins withthe Golgi
apparatus of Saccharomyces cerevisidel Biol Cell (1999)10, 2407-2423.

Collier, R. J. Understanding the mode of action of diphtheria noxa perspective on progress during the 20th
century Toxicon(2001)39, 1793-1803.

Conchon, S., Cao, X., Barlowe, C. und Pelham, H. Gotlp and Sft2p: membrane proteins involved irfitrab
the Golgi complexEmbo J1999)18, 3934-3946.

Conibear, E. und Stevens, T. HVps52p, Vps53p, and Vps54p form a novel multisttmamplex required for
protein sorting at the yeast late Galdilol Biol Cell (2000)11, 305-323.

Cormack, B. Green fluorescent protein as a reporter of trangtian and protein localization in fungCurr Opin
Microbiol (1998)1, 406-410.

Cosson, P., Lefkir, Y., Demolliere, C. und Letourner, F. New COP1-binding motifs involved in ER retrieval
Embo J(1998)17, 6863-6870.

Crowe, J., Dobeli, H., Gentz, R., Hochuli, E., Stufr, D. und Henco, K.6xHis-Ni-NTA chromatography as a
superior technique in recombinant protein expresgarification Methods Mol Biol(1994)31, 371-387.

Dausend, J.In vivo Topologie und Lokalisation des zellulareBE_-Rezeptors Erd2p und dessen Funktion bei der
Endozytose des viralen K28-Toxins in Hé&éssertation(2011) Molekular-und Zellbiologie, Universitat
des Saarlandes.

Day, P. J., Ernst, S. R., Frankel, A. E., MonzingaA. F., Pascal, J. M., Molina-Svinth, M. C. und Robrtus, J.
D. Structure and activity of an active site substintiof ricin A chain Biochemistry(1996) 35, 11098-
11103.

Day, P. J., Owens, S. R., Wesche, J., Olsnes, Sop&rts, L. M. und Lord, J. M. An interaction between ricin
and calreticulin that may have implications for itoxrafficking. J Biol Chem(2001)276 7202-7208.

Decker, T. und Lohmann-Matthes, M. L. A quick and simple method for the quantitation attate
dehydrogenase release in measurements of cellytataxicity and tumor necrosis factor (TNF) actyid
Immunol Methodg1988)115 61-69.

Deeks, E. D., Cook, J. P., Day, P. J., Smith, D.,(Roberts, L. M. und Lord, J. M. The low lysine content of
ricin A chain reduces the risk of proteolytic dedation after translocation from the endoplasmic
reticulum to the cytosoBiochemistry(2002)41, 3405-3413.

Dertzbaugh, M. T., Rossi, C. A., Paddle, B. M., Hal M., Poretski, M. und Alderton, M. R. Monoclonal
antibodies to ricin: in vitro inhibition of toxigitand utility as diagnostic reagentdybridoma(2005) 24,
236-243.

Deshpande, R. R. und Heinzle, EOn-line oxygen uptake rate and culture viabilityasrement of animal cell
culture using microplates with integrated oxygenssgs Biotechnol Let{2004)26, 763-767.

Dickers, K. J., Bradberry, S. M., Rice, P., Griffiths, G. D. und Vale, J. AAbrin poisoning Toxicol Rev(2003)
22, 137-142.

Dong, D. Y., Xu, J. J., Song, X. H., Fu, L. und Che W. [Expression and analysis of biological activity tbk
recombination anthrax edema factoWWei Sheng Wu Xue Ba@005)45, 459-462.

Dorland, R. B., Middlebrook, J. L. und Leppla, S. H Receptor-mediated internalization and degradatidn o
diphtheria toxin by monkey kidney cellsBiol Chem(1979)254 11337-11342.

Dower, W. J., Miller, J. F. und Ragsdale, C. W.High efficiency transformation of E. coli by higloltage
electroporation Nucleic Acids Re$1988)16, 6127-6145.

Duden, R.ER-to-Golgi transport: COP | and COP Il functioklol Membr Biol (2003)20, 197-207.

Duden, R., Kajikawa, L., Wuestehube, L. und Schekma, R. epsilon-COP is a structural component of coatomer
that functions to stabilize alpha-COEmbo J1998)17, 985-995.

Durfee, T., Nelson, R., Baldwin, S., Plunkett, G3rd, Burland, V., Mau, B., Petrosino, J. F., Qin, X, Muzny,
D. M., Ayele, M., Gibbs, R. A., Csorgo, B., Posfaiz., Weinstock, G. M. und Blattner, F. R.The
complete genome sequence of Escherichia coli DHIliBights into the biology of a laboratory
workhorse J Bacterio(2008)190 2597-2606.

Eiden-Plach, A., Zagorc, T., Heintel, T., Carius, Y, Breinig, F. und Schmitt, M. J. Viral preprotoxin signal
sequence allows efficient secretion of green flsogat protein by Candida glabrata, Pichia pastoris,
Saccharomyces cerevisiae, and SchizosaccharomgogsepAppl Environ Microbiol(2004)70, 961-966.

Eiklid, K., Olsnes, S. und Pihl, A.Entry of lethal doses of abrin, ricin and modecicito the cytosol of HelLa cells
Exp Cell Reg1980)126 321-326.

Eisfeld, K. Endozytose und retrograder Proteintransport am piels des viralen K28-Toxins der Hefe
Saccharomyces cerevisidaissertation2001) Molekular- und Zellbiologie, Universitat des Saades.

188



Literatur

Eisfeld, K., Riffer, F., Mentges, J. und Schmitt, M J. Endocytotic uptake and retrograde transport of ey
encoded killer toxin in yeadtlol Microbiol (2000)37, 926-940.

el Baya, A., Linnemann, R., von Olleschik-ElbheimL., Robenek, H. und Schmidt, M. A.Endocytosis and
retrograde transport of pertussis toxin to the Galgmplex as a prerequisite for cellular intoxiaati Eur
J Cell Biol(1997)73, 40-48.

Elbashir, S. M., Lendeckel, W. und Tuschl, TRNA interference is mediated by 21- and 22-nuaeoRNAs
Genes Dey2001)15, 188-200.

Endo, Y. und Tsurugi, K. RNA N-glycosidase activity of ricin A-chain. Mecisam of action of the toxic lectin
ricin on eukaryotic ribosomed Biol Chen(1987)262, 8128-8130.

Endo, Y. und Tsurugi, K. The RNA N-glycosidase activity of ricin A-chaNucleic Acids Symp Sg1988),139-
142.

Engqvist-Goldstein, A. E. und Drubin, D. G.Actin assembly and endocytosis: from yeast to mdsadanu Rev
Cell Dev Biol (2003)19, 287-332.

Esnault, Y., Blondel, M. O., Deshaies, R. J., Schenan, R. und Kepes, FThe yeast SSS1 gene is essential for
secretory protein translocation and encodes a cosmgk protein of the endoplasmic reticuluBmbo J
(1993)12, 4083-4093.

Eugster, A., Frigerio, G., Dale, M. und Duden, RCOP | domains required for coatomer integrity, amolvel
interactions with ARF and ARF-GAEmbo J2000)19, 3905-3917.

Fairey, E. R. und Ramsdell, J. SReporter gene assays for algal-derived toxhat Toxins(1999)7, 415-421.

Falnes, P. O. und Sandvig, KPenetration of protein toxins into cell&urr Opin Cell Biol(2000)12, 407-413.

Fan, F. und Wood, K. V.Bioluminescent assays for high-throughput screemirsgay Drug Dev Techn¢2007)5,
127-136.

Fehrmann, F., Jung, M., Zimmermann, R. und Krausslch, H. G. Transport of the intracisternal A-type particle
Gag polyprotein to the endoplasmic reticulum is iasdl by the signal recognition particl@ Virol (2003)
77, 6293-6304.

Ferens, W. A. und Hovde, C. JEscherichia coli O157:H7: animal reservoir and soes of human infection
Foodborne Pathog D{2011)8, 465-487.

Ferrini, J. B., Martin, M., Taupiac, M. P. und Beaumelle, B. Expression of functional ricin B chain using the
baculovirus systentur J Biochen{1995)233 772-777.

Filipowicz, W. RNAI: the nuts and bolts of the RISC mach®ell (2005)122 17-20.

Finke, K., Plath, K., Panzner, S., Prehn, S., Rapapt, T. A., Hartmann, E. und Sommer, T.A second trimeric
complex containing homologs of the Sec6lp complektibns in protein transport across the ER
membrane of S. cerevisidgémbo J1996)15, 1482-1494.

Fominaya, J. und Wels, W.Target cell-specific DNA transfer mediated by anodiic multidomain protein. Novel
non-viral gene delivery systethBiol Chen(1996)271, 10560-10568.

Francoeur, A. und Assalian, A.Microcat: A novel cell proliferation and cytotoxigiassay based on WST-1.
Biochemica(1996)3, 19-25.

Frankel, A. E., Laver, J. H., Wilingham, M. C., Burns, L. J., Kersey, J. H. und Vallera, D. A.Therapy of
patients with T-cell lymphomas and leukemias usinganti-CD7 monoclonal antibody-ricin A chain
immunotoxin Leuk Lymphomd1997)26, 287-298.

Frankel, A. E., Tagge, E. P. und Willingham, M. CClinical trials of targeted toxinsSemin Cancer Biq1995)
6, 307-317.

Fridmann-Sirkis, Y., Kent, H. M., Lewis, M. J., Evans, P. R. und Pelham, H. RStructural analysis of the
interaction between the SNARE Tlgl and Vp3%affic (2006)7, 182-190.

Frigerio, L., Jolliffe, N. A., Di Cola, A., Felipe,D. H., Paris, N., Neuhaus, J. M., Lord, J. M., Caotti, A. und
Roberts, L. M. The internal propeptide of the ricin precursor das a sequence-specific determinant for
vacuolar sorting Plant Physio{(2001)126 167-175.

Frigerio, L., Vitale, A., Lord, J. M., Ceriotti, A. und Roberts, L. M. Free ricin A chain, proricin, and native
toxin have different cellular fates when expressetbacco protoplasts] Biol Chem(1998)273 14194-
14199.

Gaynor, E. C., Graham, T. R. und Emr, S. D.COPI in ER/Golgi and intra-Golgi transport: do y¢aSOPI
mutants point the wayBiochim Biophys Actg1998)1404 33-51.

Gemmill, T. R. und Trimble, R. B. Overview of N- and O-linked oligosaccharide struetufound in various yeast
speciesBiochim Biophys Actd1999)1426 227-237.

Gerlier, D. und Thomasset, N.Use of MTT colorimetric assay to measure cell atidbn. J Immunol Methods
(1986)94, 57-63.

Giepmans, B. N., Adams, S. R., Ellisman, M. H. undsien, R. Y.The fluorescent toolbox for assessing protein
location and functionSciencg2006)312 217-224.

GieRelmann, E. Analyse der in vivo Topologie des zellularen HOR#zeptors Erd2pDiplomarbeit (2007)
Molekular- und Zellbiologie, Universitat des Saadas.

189



Literatur

GieRelmann, E. Endozytose und intrazellularer Toxintransport in féle und S&ugerzellen mittels
fluoreszenzmarkierter K28-VarianteBissertation(2011) Molekular- und Zellbiologie, Universitat des
Saarlandes.

Gietz, R. D., Schiestl, R. H., Willems, A. R. und \Wods, R. A.Studies on the transformation of intact yeast cells
by the LiIAc/SS-DNA/PEG procedui¥east(1995)11, 355-360.

Girbes, T., Ferreras, J. M., Arias, F. J. und Stirge, F. Description, distribution, activity and phylogereti
relationship of ribosome-inactivating proteins ilapts, fungi and bacteriaMini Rev Med Chen§2004)4,
461-476.

Girod, A., Storrie, B., Simpson, J. C., Johannes, ... Goud, B., Roberts, L. M., Lord, J. M., Nilsson,T. und
Pepperkok, R. Evidence for a COP-I-independent transport routenfr the Golgi complex to the
endoplasmic reticulumNat Cell Biol(1999)1, 423-430.

Gorlich, D. und Rapoport, T. A. Protein translocation into proteoliposomes recottéd from purified
components of the endoplasmic reticulum membrae#(1993)75, 615-630.

Grant, S. G., Jessee, J., Bloom, F. R. und Hanahab, Differential plasmid rescue from transgenic moug¢A3
into Escherichia coli methylation-restriction mutanProc Natl Acad Sci U S AL990)87, 4645-4649.

Griffiths, G. und Simons, K. The trans Golgi network: sorting at the exit sifelte Golgi complexSciencg1986)
234, 438-443.

Grimmer, S., Iversen, T. G., van Deurs, B. und Sandg, K. Endosome to Golgi transport of ricin is regulated b
cholesteral Mol Biol Cell (2000)11, 4205-4216.

Grimmer, S., Spilsberg, B., Hanada, K. und Sandvig. Depletion of sphingolipids facilitates endosom&tagi
transport of ricin Traffic (2006)7, 1243-1253.

Gurunathan, S., Chapman-Shimshoni, D., Trajkovic, Sund Gerst, J. E. Yeast exocytic v-SNAREs confer
endocytosisMol Biol Cell (2000)11, 3629-3643.

Halban, P. A. und Irminger, J. C. Sorting and processing of secretory proteiB®chem J1994)299, 1-18.

Hamilton, A. J. und Baulcombe, D. C.A species of small antisense RNA in posttransorigli gene silencing in
plants Sciencg1999)286 950-952.

Hampton, R. Y. ER-associated degradation in protein quality cohtind cellular regulation Curr Opin Cell Biol
(2002)14, 476-482.

Hanahan, D.Studies on transformation of Escherichia coli witasmids J Mol Biol (1983)166, 557-580.

Hara-Nishimura, ., Shimada, T., Hatano, K., Takeudi, Y. und Nishimura, M. Transport of storage proteins to
protein storage vacuoles is mediated by large psmuyaccumulating vesicle®lant Cell(1998) 10, 825-
836.

Harata, N. C., Choi, S., Pyle, J. L., Aravanis, AM. und Tsien, R. W. Frequency-dependent kinetics and
prevalence of kiss-and-run and reuse at hippocansyabhpses studied with novel quenching methods
Neuron(2006)49, 243-256.

Harley, S. M. und Beevers, HRicin inhibition of in vitro protein synthesis biapt ribosomesProc Natl Acad Sci
U S A(1982)79,5935-5938.

Hart, P. J. The cytosolic fate of ricin A chain in target cePhD thesig2010) Department of Biological Sciences,
University of Warwick.

Hartley, M. R. und Lord, J. M. Cytotoxic ribosome-inactivating lectins from planBiochim Biophys Acta
(2004a)1701 1-14.

Hartley, M. R. und Lord, J. M. Genetics of ribosome-inactivating proteimddini Rev Med Chen{2004b)4, 487-
492.

Hartmann, E., Sommer, T., Prehn, S., Gorlich, D., dntsch, S. und Rapoport, T. AEvolutionary conservation
of components of the protein translocation comphature(1994)367, 654-657.

Hartree, E. F. Determination of protein: a modification of the Lgwmethod that gives a linear photometric
responseAnal Biochem(1972)48, 422-427.

Hartwell, L. H. Saccharomyces cerevisiae cell cy@ecteriol Re\(1974)38, 164-198.

Haugland, R. P.Coupling of monoclonal antibodies with fluoropharbkethods Mol Biol(1995)45, 205-221.

Hazes, B. und Read, R. JAccumulating evidence suggests that several ABiogiubvert the endoplasmic
reticulum-associated protein degradation pathwayetder target cellsBiochemistry(1997) 36, 11051-
11054.

Heiligenstein, S., Eisfeld, K., Sendzik, T., JimemeBecker, N., Breinig, F. und Schmitt, M. J.
Retrotranslocation of a viral A/B toxin from the agé endoplasmic reticulum is independent of
ubiquitination and ERADEmMbo J2006)25, 4717-4727.

Henghold, W. B., 2nd Other biologic toxin bioweapons: ricin, staphylocat enterotoxin B, and trichothecene
mycotoxinsDermatol Clin(2004)22, 257-262, v.

Hettema, E. H., Lewis, M. J., Black, M. W. und Pelam, H. R. Retromer and the sorting nexins Snx4/41/42
mediate distinct retrieval pathways from yeast esetioesEmbo J2003)22, 548-557.

Ho, M., Chang, L. H., Pires-Alves, M., ThyagarajanB., Bloom, J. E., Gu, Z., Aberle, K. K., Teymorian S. A.,
Bannai, Y., Johnson, S. C., McArdle, J. J. und Wilsn, B. A. Recombinant botulinum neurotoxin A
heavy chain-based delivery vehicles for neuronbitaegeting. Protein Eng Des Sé2011)24, 247-253.

190



Literatur

Hong, W. SNAREs and traffiiochim Biophys Actg42005)1744 120-144.

Hoseki, J., Ushioda, R. und Nagata, KMechanism and components of endoplasmic reticulssoaated
degradation J Biochem(2010)147, 19-25.

Hutter, B. und John, G. T. Evaluation of OxoPlate for real-time assessmentmtibacterial activities Curr
Microbiol (2004)48, 57-61.

Ishizaki, T., Megumi, C., Komai, F., Masuda, K. undOosawa, K.Accumulation of a 31-kDa glycoprotein in
association with the expression of embryogenicnikby spinach callus in culturé®hysiol Plan{2002)
114, 109-115.

Itakura, K., Hirose, T., Crea, R., Riggs, A. D., Hgneker, H. L., Bolivar, F. und Boyer, H. W. Expression in
Escherichia coli of a chemically synthesized gemdhfe hormone somatostatiSciencg1977)198 1056-
10683.

Ito, H., Fukuda, Y., Murata, K. und Kimura, A. Transformation of intact yeast cells treated witkadi cations J
Bacteriol(1983)153 163-168.

Iversen, T. G., Skretting, G., Llorente, A., Nicozni, P., van Deurs, B. und Sandvig, KEndosome to Golgi
transport of ricin is independent of clathrin anfitbe Rab9- and Rab11-GTPas&4ol Biol Cell (2001)
12, 2099-2107.

Jablonowski, D., Frohloff, F., Fichtner, L., Stark, M. J. und Schaffrath, R. Kluyveromyces lactis zymocin mode
of action is linked to RNA polymerase Il functidga Elongator Mol Microbiol (2001)42, 1095-1105.

Jablonowski, D. und Schaffrath, R.Zymocin, a composite chitinase and tRNase killginterom yeastBiochem
Soc Trang2007)35, 1533-1537.

Jackson, M. E., Simpson, J. C., Girod, A., Pepperkg R., Roberts, L. M. und Lord, J. M. The KDEL retrieval
system is exploited by Pseudomonas exotoxin Adilty Shiga-like toxin-1, during retrograde transp
from the Golgi complex to the endoplasmic reticuldr@ell Sc(1999)112 467-475.

Janicot, M. und Desbuquois, B.Fate of injected 125I-labeled cholera toxin takep by rat liver in vivo.
Generation of the active Al peptide in the endos@ompartmentEur J Biochen(1987)163 433-442.

Jarosch, E., Geiss-Friedlander, R., Meusser, B., Witar, J. und Sommer, T. Protein dislocation from the
endoplasmic reticulum--pulling out the suspdetffic (2002) 3, 530-536.

Jarosch, E., Lenk, U. und Sommer, TEndoplasmic reticulum-associated protein degradatimt Rev Cytol
(2003)223 39-81.

Johannes, L. und Popoff, VTracing the retrograde route in protein traffickinGell (2008)135 1175-1187.

Johannes, L. und Rémer, W.Shiga toxins--from cell biology to biomedical applions Nat Rev Microbiol
(2010)8, 105-116.

John, G. T., Klimant, I., Wittmann, C. und Heinzle, E. Integrated optical sensing of dissolved oxygen in
microtiter plates: a novel tool for microbial cutition Biotechnol Bioeng2003)81, 829-836.

Jolliffe, N. A., Di Cola, A., Marsden, C. J., Lord,J. M., Ceriotti, A., Frigerio, L. und Roberts, L. M. The N-
terminal ricin propeptide influences the fate afimi A-chain in tobacco protoplastd Biol Chem(2006)
281, 23377-23385.

Kammermeier, P. J. Surface clustering of metabotropic glutamate recefdt induced by long Homer proteins
BMC Neurosci(2006)7, 1.

Karmali, M. A. Infection by Shiga toxin-producing Escherichia cal overview Mol Biotechnol(2004)26, 117-
122.

Katzin, B. J., Collins, E. J. und Robertus, J. DStructure of ricin A-chain at 2.5.#roteing1991)10, 251-259.

Kelkel, M. Untersuchungen zum zellularen Mechanismus der BR#GlyRetrotranslokation einer cytotoxischen
Variante des viralen A/B-Toxins K28 der Hefgissertation (2009) Molekular- und Zellbiologie,
Universitat des Saarlandes.

Kissa, K., Mordelet, E., Soudais, C., Kremer, E. J.Demeneix, B. A., Brulet, P. und Coen, Ln vivo neuronal
tracing with GFP-TTC gene deliveriylol Cell Neurosc{2002)20, 627-637.

Klein, S. Untersuchungen zur Wirkung und endozytotischen ahwfie des A/B Toxins K28 an S&ugerzellen.
Diplomarbeit(2009) Molekular- und Zellbiologie, Universitat des Saades.

Klokk, T. I, Lingelem, A. B., Myrann, A. G. und Sandvig, K. Role of phospholipase a(2) in retrograde transport
of ricin. Toxins (Basel(2011)3, 1203-1219.

Kostrzewa, R. M. und Segura-Aguilar, J.Botulinum neurotoxin: evolution from poison, toeasch tool--onto
medicinal therapeutic and future pharmaceutical aeea Neurotox Re$2007)12, 275-290.

Kozak, M. Point mutations define a sequence flanking the Abi@Gator codon that modulates translation by
eukaryotic ribosome<Cell (1986)44, 283-292.

Kreitman, R. J. und Pastan, I.Importance of the glutamate residue of KDEL in @aging the cytotoxicity of
Pseudomonas exotoxin derivatives and for increéseding to the KDEL receptoBiochem J1995)307
29-37.

Kumari, S., Borroni, V., Chaudhry, A., Chanda, B., Massol, R., Mayor, S. und Barrantes, F. JNicotinic
acetylcholine receptor is internalized via a Rapeledent, dynamin-independent endocytic pathda&3ell
Biol (2008)181, 1179-1193.

191



Literatur

Kurzweilova, H. und Sigler, K. Factors affecting the susceptibility of sensitieast cells to killer toxin K1Folia
Microbiol (Praha)1993)38 524-526.

Laemmli, U. K. Cleavage of structural proteins during the assemtifiythe head of bacteriophage .TMature
(1970)227, 680-685.

Lamb, F. I., Roberts, L. M. und Lord, J. M. Nucleotide sequence of cloned cDNA coding for pmegin. Eur J
Biochem(1985)148 265-270.

Landel, C. P., Zhao, J., Bok, D. und Evans, G. AlLens-specific expression of recombinant ricin ireBic
developmental defects in the eyes of transgenie. iBienes Dey1988)2, 1168-1178.

Lang, S., Benedix, J., Fedeles, S. V., Schorr, SSchirra, C., Schauble, N., Jalal, C., Greiner, M.,
Hassdenteufel, S., Tatzelt, J., Kreutzer, B., Edelamn, L., Krause, E., Rettig, J., Somlo, S,
Zimmermann, R. und Dudek, J.Different effects of Sec6lalpha, Sec62 and Seqg@lgtam on transport
of polypeptides into the endoplasmic reticulum afmmalian cellsJ Cell Sci(2012)125 1958-1969.

Lang, S., Erdmann, F., Jung, M., Wagner, R., Cavadi, A. und Zimmermann, R. Sec61 complexes form
ubiquitous ER Ca2+ leak channefShannels (Austinj2011)5, 228-235.

Lauvrak, S. U., Llorente, A., Iversen, T. G. und Sadvig, K. Selective regulation of the Rab9-independent
transport of ricin to the Golgi apparatus by calgiud Cell Sci(2002)115 3449-3456.

Legler, P. M., Brey, R. N., Smallshaw, J. E., Vitéa, E. S. und Millard, C. B. Structure of RiVax: a recombinant
ricin vaccine Acta Crystallogr D Biol Crystallog2011)67, 826-830.

Lemley, P. V., Amanatides, P. und Wright, D. Cldentification and characterization of a monoclorsaitibody
that neutralizes ricin toxicity in vitro and in \vHybridoma(1994)13, 417-421.

Lencer, W. I. Retrograde transport of cholera toxin into the BRhost cellsInt J Med Microbiol(2004)293 491-
494,

Lencer, W. I, Constable, C., Moe, S., Jobling, MG., Webb, H. M., Ruston, S., Madara, J. L., Hirst,T. R. und
Holmes, R. K.Targeting of cholera toxin and Escherichia coli h&bile toxin in polarized epithelia: role
of COOH-terminal KDELJ Cell Biol(1995)131, 951-962.

Lesage, G., Guimond, J. und Boileau, Gtrans-Complementation assay establishes the rolerofegion
hydrophobic amino acid residues in the biosynthe$iSaccharomyces cerevisiae Kex2p endoprotease
Yeast(2003)20, 397-406.

Letourneur, F., Gaynor, E. C., Hennecke, S., Demddlre, C., Duden, R., Emr, S. D., Riezman, H. und Gson,
P. Coatomer is essential for retrieval of dilysine-gegl proteins to the endoplasmic reticuludell (1994)
79, 1199-1207.

Lewis, M. J., Nichols, B. J., Prescianotto-Baschong., Riezman, H. und Pelham, H. RSpecific retrieval of the
exocytic SNARE Snclp from early yeast endosdv@Biol Cell (2000)11, 23-38.

Lewis, M. J. und Pelham, H. RA human homologue of the yeast HDEL receptiature(1990)348 162-163.

Lewis, M. J. und Pelham, H. R.Sequence of a second human KDEL receptdfol Biol (1992)226 913-916.

Lewis, M. J. und Pelham, H. R.A new yeast endosomal SNARE related to mammaligaxdy 8 Traffic (2002)
3, 922-929.

Lewis, M. J., Sweet, D. J. und Pelham, H. Rthe ERD2 gene determines the specificity of thénBlinER protein
retention systentCell (1990)61, 1359-1363.

Lewis, S. M., Poon, P. P., Singer, R. A., Johnstog. C. und Spang, A.The ArfGAP Glo3 is required for the
generation of COPI vesiclesol Biol Cell (2004)15, 4064-4072.

Li-Ya, A., Li, H. T., Zhou, M. H., Ha, S. und Tien, P. Cloning, expression and purification of human h&tabck
protein GP96 gene in Escherichia cdliVei Sheng Wu Xue Ba@004)44, 834-836.

Li, B. und Warner, J. R. Mutation of the Rab6 homologue of Saccharomycesvisae, YPT6, inhibits both early
Golgi function and ribosome biosynthesiBiol Chen(1996)271, 16813-16819.

Li, S., Spooner, R. A., Allen, S. C., Guise, C. PLadds, G., Schnoder, T., Schmitt, M. J., Lord, JM. und
Roberts, L. M. Folding-competent and folding-defective forms ofnriA chain have different fates after
retrotranslocation from the endoplasmic reticuludol Biol Cell (2011a)21, 2543-2554.

Li, X. P., Grela, P., Krokowski, D., Tchorzewski, M und Tumer, N. E. Pentameric organization of the
ribosomal stalk accelerates recruitment of ricirclaain to the ribosome for depurinatiod Biol Chem
(2010)285 41463-41471.

Li, Y., Liao, X., Chen, G., Yap, Y. und Zhang, X.Cloning, expression and purification of Microcystisidis
lectin in Escherichia coliMol Biotechnol(2011b)47, 105-110.

Lieu, Z. Z. und Gleeson, P. Aldentification of different itineraries and retromeomponents for endosome-to-
Golgi transport of TGN38 and Shiga toxtur J Cell Biol(2010)89, 379-393.

Lin, J. Y., Tserng, K. Y., Chen, C. C., Lin, L. T.und Tung, T. C. Abrin and ricin: new anti-tumour substances
Nature(1970)227, 292-293.

Liu, Q., Zhan, J., Chen, X. und Zheng, SRicin A chain reaches the endoplasmic reticuluneraéndocytosis
Biochem Biophys Res Comm{2006)343 857-863.

Liu, Y. und Barlowe, C. Analysis of Sec22p in endoplasmic reticulum/Galggport reveals cellular redundancy
in SNARE protein functiomMol Biol Cell (2002)13, 3314-3324.

192



Literatur

Liu, Y., Flanagan, J. J. und Barlowe, C.Sec22p export from the endoplasmic reticulum igpretident of SNARE
pairing. J Biol Chenm(2004)279, 27225-27232.

Llorente, A., Lauvrak, S. U., van Deurs, B. und Sadvig, K. Induction of direct endosome to endoplasmic
reticulum transport in Chinese hamster ovary (CH®)Is (LdIF) with a temperature-sensitive defect in
epsilon-coatomer protein (epsilon-CORB)Biol Chem(2003)278 35850-35855.

Llorente, A., Rapak, A., Schmid, S. L., van DeursB. und Sandvig, K.Expression of mutant dynamin inhibits
toxicity and transport of endocytosed ricin to thelgi apparatusJ Cell Biol(1998)140 553-563.

Lord, J. M. Precursors of ricin and Ricinus communis agglutinBiycosylation and processing during synthesis
and intracellular transportEur J Biochen(1985)146 411-416.

Lord, J. M., Roberts, L. M. und Lencer, W. |. Entry of protein toxins into mammalian cells by ssimg the
endoplasmic reticulum membrane: co-opting basic haeisms of endoplasmic reticulum-associated
degradation Curr Top Microbiol Immuno{2005)300, 149-168.

Lord, J. M., Roberts, L. M. und Robertus, J. D.Ricin: structure, mode of action, and some curgoplications
Faseb J1994)8, 201-208.

Lord, M. J., Jolliffe, N. A., Marsden, C. J., Patenan, C. S., Smith, D. C., Spooner, R. A., Watson, P. und
Roberts, L. M. Ricin. Mechanisms of cytotoxicitjoxicol Rev(2003)22, 53-64.

Louis, K. S. und Siegel, A. CCell viability analysis using trypan blue: manualchautomated methodbsiethods
Mol Biol (2011)740, 7-12.

Luo, Z. und Gallwitz, D. Biochemical and genetic evidence for the involvaroéryeast Ypt6-GTPase in protein
retrieval to different Golgi compartment$ Biol Chem(2003)278 791-799.

Ma, Q. J., Liu, C. X, Xiong, L. S. und Yu, X. Q.B subunit of cholera toxin produced in Eschericb@i. Sci
China B(1991)34, 274-280.

MacDonald, P. E., Eliasson, L. und Rorsman, PCalcium increases endocytotic vesicle size and lacties
membrane fission in insulin-secreting INS-1 cell€ell Sci(2005)118 5911-5920.

Majoul, 1., Sohn, K., Wieland, F. T., Pepperkok, R, Pizza, M., Hillemann, J. und Soling, H. DKDEL receptor
(Erd2p)-mediated retrograde transport of the chaléoxin A subunit from the Golgi involves COPI, p23
and the COOH terminus of Erd2p Cell Biol(1998)143 601-612.

Majoul, I. V., Bastiaens, P. I. und Soling, H. DTransport of an external Lys-Asp-Glu-Leu (KDEL) tgio from
the plasma membrane to the endoplasmic reticuldotdies with cholera toxin in Vero cell§ Cell Biol
(1996)133 777-789.

Maley, F., Trimble, R. B., Tarentino, A. L. und Plummer, T. H., Jr. Characterization of glycoproteins and their
associated oligosaccharides through the use of glydosidasesAnal Biochem(1989)180 195-204.

Mallard, F., Antony, C., Tenza, D., Salamero, J., Gud, B. und Johannes, L.Direct pathway from
early/recycling endosomes to the Golgi apparatugeaded through the study of shiga toxin B-fragment
transport J Cell Biol(1998)143 973-990.

Mallard, F., Tang, B. L., Galli, T., Tenza, D., Sait-Pol, A., Yue, X., Antony, C., Hong, W., Goud, Bund
Johannes, L.Early/recycling endosomes-to-TGN transport involiee SNARE complexes and a Rab6
isoform J Cell Biol(2002)156 653-664.

Mantis, N. J., McGuinness, C. R., Sonuyi, O., Edwals, G. und Farrant, S. A.Immunoglobulin A antibodies
against ricin A and B subunits protect epitheliglls from ricin intoxication Infect Immun(2006) 74,
3455-3462.

Marsh, E. K. und May, R. C. Caenorhabditis elegans: a model organism for ingasing immunity Appl Environ
Microbiol (2012)

Martinez-Martinez, |., Kaiser, C., Rohde, A., Ellert, A., Garcia-Carmona, F., Sanchez-Ferrer, A. und
Luttmann, R. High-level production of bacillus subtilis glycinexidase by fed-batch cultivation of
recombinant Escherichia coli Rosetta (DEB)otechnol Prod2007)23, 645-651.

Matsuura, G., Morinaga, N., Yahiro, K., Komine, R., Moss, J., Yoshida, H. und Noda, MNovel subtilase
cytotoxin produced by Shiga-toxigenic Escherichofi mduces apoptosis in vero cells via mitochoadri
membrane damagénfect Immun(2009)77, 2919-2924.

Mayerhofer, P. U., Cook, J. P., Wahlman, J., Pinheo, T. T., Moore, K. A., Lord, J. M., Johnson, A. E und
Roberts, L. M. Ricin A chain insertion into endoplasmic reticulumembranes is triggered by a
temperature increase to 37 {degreesi®Biol Chem(2009)284, 10232-10242.

McKenzie, J. E., Raisley, B., Zhou, X., Naslavsky., Taguchi, T., Caplan, S. und Sheff, DRetromer guides
STxB and CD8-M6PR from early to recycling endosoiaetd1 guides STxB from recycling endosome to
Golgi. Traffic (2012)

Meijering, E., Dzyubachyk, O., Smal, I. und van Capellen, W. A. Tracking in cell and developmental biology
Semin Cell Dev Bio[(2009)20, 894-902.

Menetret, J. F., Hegde, R. S., Heinrich, S. U., Cimglramouli, P., Ludtke, S. J., Rapoport, T. A. und Aey, C.

W. Architecture of the ribosome-channel complex derifrem native membraned Mol Biol (2005) 348
445-457.

Moazed, D., Robertson, J. M. und Noller, H. Flinteraction of elongation factors EF-G and EF-Tutlwia

conserved loop in 23S RNNature(1988)334, 362-364.

193



Literatur

Moffat, K. G., Gould, J. H., Smith, H. K. und O'Kane, C. J.Inducible cell ablation in Drosophila by cold-
sensitive ricin A chainDevelopmen{1992)114 681-687.

Moisenovich, M., Tonevitsky, A., Maljuchenko, N., Kbzlovskaya, N., Agapov, I., Volknandt, W. und Beréér-
Hahn, J. Endosomal ricin transport: involvement of Rab4- dab5-positive compartmentdistochem
Cell Biol (2004)121, 429-439.

Molinari, M., Calanca, V., Galli, C., Lucca, P. und Paganetti, P.Role of EDEM in the release of misfolded
glycoproteins from the calnexin cyckciencg2003)299 1397-1400.

Montanaro, L., Sperti, S., Mattioli, A., Testoni, G und Stirpe, F.Inhibition by ricin of protein synthesis in vitro.
Inhibition of the binding of elongation factor 2dof adenosine diphosphate-ribosylated elongataartofr
2 to ribosomesBiochem J1975)146 127-131.

Montfort, W., Villafranca, J. E., Monzingo, A. F., Ernst, S. R., Katzin, B., Rutenber, E., Xuong, N. H
Hamlin, R. und Robertus, J. D.The three-dimensional structure of ricin at 2.8 JABiol Chem(1987)
262 5398-5403.

Moreau, D., Kumar, P., Wang, S. C., Chaumet, A., Géw, S. Y., Chevalley, H. und Bard, FGenome-wide
RNA. screens identify genes required for Ricin BEdintoxicationsDev Cell(2011)21, 231-244.

Morre, D. J., Morre, D. M., Mollenhauer, H. H. und Reutter, W. Golgi apparatus cisternae of monensin-treated
cells accumulate in the cytoplasm of liver slidesr J Cell Biol(1987)43, 235-242.

Musshoff, F. und Madea, B Ricin poisoning and forensic toxicolagyrug Test Ana(2009)1, 184-191.

Nakayama, G. R., Caton, M. C., Nova, M. P. und Paraloosh, Z. Assessment of the Alamar Blue assay for
cellular growth and viability in vitrod Immunol Method§1997)204 205-208.

Napier, R. M., Fowke, L. C., Hawes, C., Lewis, M. nd Pelham, H. R.Immunological evidence that plants use
both HDEL and KDEL for targeting proteins to thedeplasmic reticulumJ Cell Sc{1992)102, 261-271.

Neumeyer, T., Tonello, F., Dal Molin, F., Schiffler B., Orlik, F. und Benz, R. Anthrax lethal factor (LF)
mediated block of the anthrax protective antigeA)(®on channel: effect of ionic strength and voétag
Biochemistry(2006)45, 3060-3068.

Newman, A. P., Shim, J. und Ferro-Novick, SBET1, BOS1, and SEC22 are members of a group eriicting
yeast genes required for transport from the endapia reticulum to the Golgi complekol Cell Biol
(1990)10, 3405-3414.

Nilsson, L. und Nygard, O.The mechanism of the protein-synthesis elongatyofedn eukaryotes. Effect of ricin
on the ribosomal interaction with elongation factoEur J Biochen(1986)161, 111-117.

Nishikawa, S. und Nakano, A.ldentification of a gene required for membrane pmotretention in the early
secretory pathwayProc Natl Acad Sci U S £1993)90, 8179-8183.

O'Kane, C. J. und Moffat, K. G. Selective cell ablation and genetic surge®yrr Opin Genet De{1992)2, 602-
607.

Oda, Y., Okada, T., Yoshida, H., Kaufman, R. J., Ngata, K. und Mori, K. Derlin-2 and Derlin-3 are regulated
by the mammalian unfolded protein response andegeired for ER-associated degradatiahCell Biol
(2006)172 383-393.

Olsnes, SRicin and ricinus agglutinin, toxic lectins fromstar bean Methods Enzymo(1978)50, 330-335.

Olsnes, SThe history of ricin, abrin and related toxinBoxicon(2004)44, 361-370.

Olsnes, S. und Pihl, ADifferent biological properties of the two conséht peptide chains of ricin, a toxic protein
inhibiting protein synthesiBiochemistry(1973)12, 3121-3126.

Orci, L., Ravazzola, M., Mack, G. J., Barlowe, C. nd Otte, S.Mammalian Erv46 localizes to the endoplasmic
reticulum-Golgi intermediate compartment and to-@islgi cisternae Proc Natl Acad Sci U S A2003)
100, 4586-4591.

Otte, S. und Barlowe, C.The Erv41p-Erv46p complex: multiple export sigrais required in trans for COPII-
dependent transport from the ERmbo J2002)21, 6095-6104.

Parikh, B. A., Tortora, A., Li, X. P. und Tumer, N. E. Ricin inhibits activation of the unfolded proteiasponse
by preventing splicing of the HAC1 mRNBiol Chem(2008)283 6145-6153.

Parikh, B. A. und Tumer, N. E. Antiviral activity of ribosome inactivating proteirin medicine Mini Rev Med
Chem(2004)4, 523-543.

Patocka, J. und Streda, L.Protein biotoxins of military significancé\cta Medica (Hradec Kralovg¢P006)49, 3-
11.

Paton, A. W., Beddoe, T., Thorpe, C. M., Whisstock]. C., Wilce, M. C., Rossjohn, J., Talbot, U. M. nd
Paton, J. C.AB5 subtilase cytotoxin inactivates the endoplageticulum chaperone BiRNature(2006)
443 548-552.

Paton, A. W. und Paton, J. CEscherichia coli Subtilase Cytotoxifioxins (Basel2010)2, 215-228.

Patterson, G. H., Knobel, S. M., Sharif, W. D., Kai, S. R. und Piston, D. W.Use of the green fluorescent
protein and its mutants in quantitative fluoresoemgicroscopyBiophys J1997)73, 2782-2790.

Pawar, V., De, A,, Briggs, L., Omar, M. M., Sweene)S. T., Lord, J. M., Roberts, L. M., Spooner, R. Aund
Moffat, K. G. RNAI screening of Drosophila (Sophophora) melantegaS2 cells for ricin sensitivity and
resistanceJ Biomol Scree2011)16, 436-442.

194



Literatur

Perez-Victoria, F. J. und Bonifacino, J. SDual roles of the mammalian GARP complex in tettgeand SNARE
complex assembly at the trans-golgi netwddbl Cell Biol (2009)29, 5251-5263.

Petty, H. R. Fluorescence microscopy: established and emergirgthaals, experimental strategies, and
applications in immunologyicrosc Res Tecf2007)70, 687-709.

Peumans, W. J., Hao, Q. und Van Damme, E. Ribosome-inactivating proteins from plants: moranttRNA N-
glycosidasesFaseb J2001)15, 1493-1506.

Peyroche, A., Paris, S. und Jackson, C. INucleotide exchange on ARF mediated by yeast Gexréip Nature
(1996)384 479-481.

Phillips, G. J. Green fluorescent protein--a bright idea for theidst of bacterial protein localizationFEMS
Microbiol Lett (2001)204, 9-18.

Pierce, M., Kahn, J. N., Chiou, J. und Tumer, N. EDevelopment of a quantitative RT-PCR assay to exathie
kinetics of ribosome depurination by ribosome inating proteins using Saccharomyces cerevisiaa as
model Rna(2011)17, 201-210.

Pilon, M., Schekman, R. und Romisch, KSec61p mediates export of a misfolded secretorteiprdrom the
endoplasmic reticulum to the cytosol for degradatiembo J1997)16, 4540-4548.

Poon, P. P., Cassel, D., Spang, A., Rotman, M., RicE., Singer, R. A. und Johnston, G. CRetrograde
transport from the yeast Golgi is mediated by tWRFAGAP proteins with overlapping functioBmbo J
(1999)18, 555-564.

Popoff, V., Mardones, G. A., Tenza, D., Rojas, RLamaze, C., Bonifacino, J. S., Raposo, G. und Johaes, L.
The retromer complex and clathrin define an eargda@somal retrograde exit sitd Cell Sci(2007) 120
2022-2031.

Prasher, D. C.Using GFP to see the lightrends Gengt1995)11, 320-323.

Prasher, D. C., Eckenrode, V. K., Ward, W. W., Predergast, F. G. und Cormier, M. J.Primary structure of
the Aequorea victoria green-fluorescent protéiene(1992)111, 229-233.

Prestle, J., Schonfelder, M., Adam, G. und Mundry K. W. Type 1 ribosome-inactivating proteins depurinate
plant 25S rRNA without species specificitiyicleic Acids Re$1992)20, 3179-3182.

Prigent, J., Panigai, L., Lamourette, P., SauvaireD., Devilliers, K., Plaisance, M., Volland, H., Ceminon, C.
und Simon, S.Neutralising antibodies against ricin toxiRLoS Ong2011)6, e20166.

Protopopov, V., Govindan, B., Novick, P. und GerstJ. E. Homologs of the synaptobrevin/VAMP family of
synaptic vesicle proteins function on the late sty pathway in S. cerevisia€ell (1993) 74, 855-861.

Pust, S., Dyve, A. B., Torgersen, M. L., van Deur®. und Sandvig, K.Interplay between toxin transport and
flotillin localization. PLoS Ong2010)5, e8844.

Quinones, B., Massey, S., Friedman, M., Swimley, Ms. und Teter, K.Novel cell-based method to detect Shiga
toxin 2 from Escherichia coli 0157:H7 and inhibisoof toxin activity Appl Environ Microbiol(2009) 75,
1410-1416.

Rabin, S. D. und Hauser, A. RPseudomonas aeruginosa ExoU, a toxin transportedhbytype Il secretion
system, kills Saccharomyces cerevislagect Immun(2003)71, 4144-4150.

Rapak, A., Falnes, P. O. und Olsnes, Retrograde transport of mutant ricin to the endgptéc reticulum with
subsequent translocation to cytasetoc Natl Acad Sci U S A1997)94, 3783-3788.

Raposo, G., Tenza, D., Murphy, D. M., Berson, J. rind Marks, M. S. Distinct protein sorting and localization
to premelanosomes, melanosomes, and lysosomegniemied melanocytic celld Cell Biol(2001) 152
809-824.

Raths, S., Rohrer, J., Crausaz, F. und Riezman, Hnd3 and end4: two mutants defective in receptatiabed
and fluid-phase endocytosis in Saccharomyces caevd Cell Biol(1993)120 55-65.

Raykhel, 1., Alanen, H., Salo, K., Jurvansuu, J., juyen, V. D., Latva-Ranta, M. und Ruddock, L. A molecular
specificity code for the three mammalian KDEL reéoep J Cell Biol(2007)179 1193-1204.

Rea, S. L., Graham, B. H., Nakamaru-Ogiso, E., KarA. und Falk, M. J. Bacteria, yeast, worms, and flies:
exploiting simple model organisms to investigatenAn mitochondrial disease®ev Disabil Res Rev
(2010)16, 200-218.

Redinbaugh, M. G. und Turley, R. B.Adaptation of the bicinchoninic acid protein as$ay use with microtiter
plates and sucrose gradient fractiomsal Biochem(1986)153 267-271.

Redmann, V., Oresic, K., Tortorella, L. L., Cook, J P., Lord, M. und Tortorella, D. Dislocation of ricin toxin A
chains in human cells utilizes selective cellubtrs J Biol Chem(2011)286 21231-21238.

Reggiori, F., Wang, C. W., Stromhaug, P. E., Shintd, T. und Klionsky, D. J. Vps51 is part of the yeast Vps
fifty-three tethering complex essential for retrade traffic from the early endosome and Cvt vesicle
completion J Biol Chem(2003)278 5009-5020.

Reinbothe, S., Reinbothe, C., Lehmann, J., BeckeW., Apel, K. und Parthier, B. JIP60, a methyl jasmonate-
induced ribosome-inactivating protein involved lang stress reaction®roc Natl Acad Sci U S £1994)
91, 7012-7016.

Richardson, P. T., Westby, M., Roberts, L. M., Gou, J. H., Colman, A. und Lord, J. M. Recombinant
proricin binds galactose but does not depurinatéS2@8osomal RNAFEBS Lett(1989)255 15-20.

195



Literatur

Richter, S., Geldner, N., Schrader, J., Wolters, H.Stierhof, Y. D., Rios, G., Koncz, C., Robinson, DG. und
Jurgens, G.Functional diversification of closely related ARFEBs in protein secretion and recycling
Nature(2007)448 488-492.

Riffer, F., Eisfeld, K., Breinig, F. und Schmitt, M. J. Mutational analysis of K28 preprotoxin processimgtihe
yeast Saccharomyces cerevisikcrobiology (2002)148 1317-1328.

Roberts, L. M. und Lord, J. M. The synthesis of Ricinus communis agglutinin, csetional and
posttranslational modification of agglutinin polymtedes Eur J Biochen(1981)119 31-41.

Roberts, L. M. und Smith, D. C.Ricin: the endoplasmic reticulum connectidmmxicon(2004)44, 469-472.

Robinson, M., Poon, P. P., Schindler, C., Murray, LE., Kama, R., Gabriely, G., Singer, R. A., SpandA.,
Johnston, G. C. und Gerst, J. EThe Gcsl Arf-GAP mediates Sncl,2 v-SNARE retrieviide Golgi in
yeast Mol Biol Cell (2006)17, 1845-1858.

Rodriguez, G. C., Boente, M. P., Berchuck, A., Whitker, R. S., O'Briant, K. C., Xu, F. und Bast, R. C Jr.
The effect of antibodies and immunotoxins reactith HER-2/neu on growth of ovarian and breast
cancer cell linesAm J Obstet Gynec@l1993)168 228-232.

Rogel, A. und Hanski, E.Distinct steps in the penetration of adenylate ayeltoxin of Bordetella pertussis into
sheep erythrocytes. Translocation of the toxin asrthe membrane] Biol Chem(1992) 267, 22599-
22605.

Rémisch, K. Surfing the Sec61 channel: bidirectional proteianslocation across the ER membradeCell Sci
(1999)112 4185-4191.

Roth, J., Binder, M. und Gerhard, U. J.Conjugation of lectins with fluorochromes: an apacb to histochemical
double labeling of carbohydrate componergstochemistry1978)56, 265-273.

Rothstein, R. J.One-step gene disruption in yedgtethods Enzymo(1983)101, 202-211.

Rutenber, E. und Robertus, J. DStructure of ricin B-chain at 2.5 A resolutioAroteing1991)10, 260-269.

Saiki, R. K., Gelfand, D. H., Stoffel, S., Scharf$. J., Higuchi, R., Horn, G. T., Mullis, K. B. undErlich, H. A.
Primer-directed enzymatic amplification of DNA wihthermostable DNA polymerasgcience(1988)
239 487-491.

Sander, N. Untersuchungen zum intrazellularen Transport und iru vivo Toxizitdt chimarer RTA/KZ8
Toxinfusionen in Hef®iplomarbeit(2008) Molekular- und Zellbiologie, Universitat des Saades.
Sandvig, K., Bergan, J., Dyve, A. B., Skotland, Tund Torgersen, M. L. Endocytosis and retrograde transport of

Shiga toxin Toxicon(2010a)56, 1181-1185.

Sandvig, K., Garred, O., Prydz, K., Kozlov, J. V.,Hansen, S. H. und van Deurs, BRetrograde transport of
endocytosed Shiga toxin to the endoplasmic retioulNature(1992)358 510-512.

Sandvig, K., Olsnes, S. und Pihl, ABinding, uptake and degradation of the toxic pneseabrin and ricin by toxin-
resistant cell variantsEur J Biochen{1978)82, 13-23.

Sandvig, K., Spilsberg, B., Lauvrak, S. U., Torgeen, M. L., Iversen, T. G. und van Deurs, BPathways
followed by protein toxins into cellgit J Med Microbiol2004)293 483-490.

Sandvig, K., Torgersen, M. L., Engedal, N., Skotlath T. und Iversen, T. G.Protein toxins from plants and
bacteria: probes for intracellular transport anddis in medicineFEBS Lett(2010b)584, 2626-2634.

Sandvig, K. und van Deurs, BEndocytosis, intracellular transport, and cytotogiction of Shiga toxin and ricin
Physiol Re\(1996) 76, 949-966.

Sandvig, K. und van Deurs, BMembrane traffic exploited by protein toxidnnu Rev Cell Dev Bio{2002a)18,
1-24.

Sandvig, K. und van Deurs, B.Transport of protein toxins into cells: pathwaysddy ricin, cholera toxin and
Shiga toxin FEBS Lett(2002b)529 49-53.

Sanger, F., Nicklen, S. und Coulson, A. RDNA sequencing with chain-terminating inhibitors97Z.
Biotechnology(1992)24, 104-108.

Sato, K., Sato, M. und Nakano, ARerlp, a retrieval receptor for endoplasmic retioul membrane proteins, is
dynamically localized to the Golgi apparatus by tomaer J Cell Biol(2001) 152, 935-944.

Schagger, H., Aquila, H. und Von Jagow, G.Coomassie blue-sodium dodecyl sulfate-polyacrylantel
electrophoresis for direct visualization of polyfidps during electrophoresig\nal Biochem(1988) 173
201-205.

Schenborn, E. und Groskreutz, DReporter gene vectors and assayi®l Biotechnol(1999)13, 29-44.

Schep, L. J., Temple, W. A., Butt, G. A. und Beasje M. D. Ricin as a weapon of mass terror--separating fact
from fiction Environ Int(2009)35, 1267-1271.

Schiavo, G. und van der Goot, F. GThe bacterial toxin toolkitNat Rev Mol Cell Bio(2001)2, 530-537.

Schiestl, R. H. und Gietz, R. DHigh efficiency transformation of intact yeast sallsing single stranded nucleic
acids as a carrierCurr Gene{1989)16, 339-346.

Schmitt, M. J. Cloning and expression of a cDNA copy of the a8 killer toxin gene in yeasmol Gen Genet
(1995)246, 236-246.

Schmitz, A., Herrgen, H., Winkeler, A. und Herzog,V. Cholera toxin is exported from microsomes by tle65p
complex J Cell Biol(2000)148 1203-1212.

196



Literatur

Schndder, T.Untersuchungen zum intrazellularen Transportweg ded in vivo Toxizitdt von Ricin A (RTA) in
Hefen.Dissertation(2009) Molekular- und Zellbiologie, Universitat des Saades.

Schuster, M., Lipowsky, R., Assmann, M. A., Lenz, Pund Steinberg, G.Transient binding of dynein controls
bidirectional long-range motility of early endososnBroc Natl Acad Sci U S £011)108 3618-3623.

Schwartz, T. U.Origins and evolution of cotranslational transpdeotthe ER Adv Exp Med Biol(2007) 607, 52-
60.

Seaman, M. N.Recycle your receptors with retromdirends Cell Bio[2005)15, 68-75.

Seaman, M. N., McCaffery, J. M. und Emr, S. DA membrane coat complex essential for endosomestg-G
retrograde transport in yeasy Cell Biol(1998)142 665-681.

Sehgal, P., Khan, M., Kumar, O. und Vijayaraghavan,R. Purification, characterization and toxicity profilef
ricin isoforms from castor beanood Chem Toxicq|2010)48, 3171-3176.

Sehgal, P., Kumar, O., Kameswararao, M., Ravindran,J., Khan, M., Sharma, S., Vijayaraghavan, R. und
Prasad, G. B. Differential toxicity profile of ricin isoforms coelates with their glycosylation levels
Toxicology(2011)282 56-67.

Sekine-Aizawa, Y. und Huganir, R. L.Imaging of receptor trafficking by using alpha-bangtoxin-binding-site-
tagged receptorsProc Natl Acad Sci U S £004)101, 17114-17119.

Semenza, J. C., Hardwick, K. G., Dean, N. und Pelha H. R. ERD2, a yeast gene required for the receptor-
mediated retrieval of luminal ER proteins from #ezretory pathwayCell (1990)61, 1349-1357.

Semenza, J. C. und Pelham, H. RChanging the specificity of the sorting receptor feminal endoplasmic
reticulum proteinsJ Mol Biol (1992)224, 1-5.

Sendzik, T.ldentifizierung essentieller Komponenten des irgllaliren Transports eines viralen A/B-Killertoxins
der Hefe Doktorarbeit(2006) Molekular- und Zellbiologie, Universitét des Saades.

Shaner, N. C., Steinbach, P. A. und Tsien, R. YA guide to choosing fluorescent proteihat Methodg2005) 2,
905-909.

Shapiro, A. L., Vinuela, E. und Maizel, J. V., Jr. Molecular weight estimation of polypeptide chaing b
electrophoresis in SDS-polyacrylamide gé&l®chem Biophys Res Commh967)28, 815-820.

Shimomura, O., Johnson, F. H. und Saiga, Y Extraction, purification and properties of aequaria
bioluminescent protein from the luminous hydromedu#equoreal Cell Comp Physiq]1962)59, 223-
239.

Sikorski, R. S. und Hieter, P.A system of shuttle vectors and yeast host staesgned for efficient manipulation
of DNA in Saccharomyces cerevisi@enetic{1989)122 19-27.

Simmons, B. M. und Russell, J. HA single affinity column step method for the paafion of ricin toxin from
castor beans (Ricinus communi8nal Biochem(1985)146 206-210.

Simmons, B. M., Stahl, P. D. und Russell, J. HMannose receptor-mediated uptake of ricin toxin aicth A
chain by macrophages. Multiple intracellular pathygafor a chain translocatiand Biol Chen(1986)261,
7912-7920.

Simpson, J. C., Roberts, L. M., Romisch, K., Daveyl., Wolf, D. H. und Lord, J. M. Ricin A chain utilises the
endoplasmic reticulum-associated protein degradaf@athway to enter the cytosol of yedSEBS Lett
(1999)459 80-84.

Simpson, J. C., Smith, D. C., Roberts, L. M. und Lal, J. M. Expression of mutant dynamin protects cells
against diphtheria toxin but not against riciBxp Cell Re1998)239 293-300.

Siniossoglou, S., Peak-Chew, S. Y. und Pelham, H. Riclp and Rgplp form a complex that catalyses otidie
exchange on Ypt6Embo J2000)19, 4885-4894.

Siniossoglou, S. und Pelham, H. RAn effector of Ypt6p binds the SNARE Tlglp and atesliselective fusion of
vesicles with late Golgi membran&mbo J2001)20, 5991-5998.

Skanland, S. S., Walchli, S., Brech, A. und Sandvjidk. SNX4 in complex with clathrin and dynein: implicais
for endosome movemeRiLoS Ong2009)4, e5935.

Slominska-Wojewodzka, M., Gregers, T. F., Walchli, S. und Sandvig, K. EDEM is involved in
retrotranslocation of ricin from the endoplasmidicalum to the cytosoMol Biol Cell (2006)17, 1664-
1675.

Smallshaw, J. E., Ghetie, V., Rizo, J., Fulmer, R., Trahan, L. L., Ghetie, M. A. und Vitetta, E. S.Genetic
engineering of an immunotoxin to eliminate pulmgneascular leak in miceNat Biotechnol2003) 21,
387-391.

Smallshaw, J. E., Richardson, J. A. und Vitetta, ES. RiVax, a recombinant ricin subunit vaccine, prosectice
against ricin delivered by gavage or aeraséhccine(2007)25, 7459-7469.

Smallshaw, J. E. und Vitetta, E. SRicin vaccine developmer@urr Top Microbiol Immuno(2012)357, 259-272.

Smith, D. C., Gallimore, A., Jones, E., Roberts, BLord, J. M., Deeks, E., Cerundolo, V. und RobertsL. M.
Exogenous peptides delivered by ricin require psstgg by signal peptidase for transporter assodate
with antigen processing-independent MHC class trigted presentationd Immunol(2002)169 99-107.

Smith, D. C., Spooner, R. A., Watson, P. D., MurrayJ. L., Hodge, T. W., Amessou, M., Johannes, L.drd, J.
M. und Roberts, L. M. Internalized Pseudomonas exotoxin A can exploitipi@lpathways to reach the
endoplasmic reticulunirraffic (2006) 7, 379-393.

197



Literatur

Smith, P. K., Krohn, R. |., Hermanson, G. T., Mallia, A. K., Gartner, F. H., Provenzano, M. D., Fujimao, E.
K., Goeke, N. M., Olson, B. J. und Klenk, D. CMeasurement of protein using bicinchoninic aclehal
Biochem(1985)15Q 76-85.

Smith, R. D., Willett, R., Kudlyk, T., Pokrovskaya, I., Paton, A. W., Paton, J. C. und Lupashin, V. VThe
COG complex, Rab6 and COPI define a novel Golgogeade trafficking pathway that is exploited by
SubAB toxinTraffic (2009)10, 1502-1517.

Sokolowska, 1., Walchli, S., Wegrzyn, G., Sandvid{. und Slominska-Wojewodzka, M.A single point mutation
in ricin A-chain increases toxin degradation anchilits EDEM1-dependent ER retrotranslocation
Biochem J2011)436 371-385.

Spang, A., Herrmann, J. M., Hamamoto, S. und Schekan, R. The ADP ribosylation factor-nucleotide exchange
factors Gealp and Gea2p have overlapping, but edundant functions in retrograde transport from the
Golgi to the endoplasmic reticulurilol Biol Cell (2001)12, 1035-1045.

Spooner, R. A., Hart, P. J., Cook, J. P., PietroniP., Rogon, C., Hohfeld, J., Roberts, L. M. und Lad, J. M.
Cytosolic chaperones influence the fate of a taigtocated from the endoplasmic reticuluRroc Natl
Acad Sci U S A2008)105 17408-17413.

Spooner, R. A., Smith, D. C., Easton, A. J., Robest L. M. und Lord, J. M. Retrograde transport pathways
utilised by viruses and protein toxingirol J (2006)3, 26.

Spooner, R. A., Watson, P. D., Marsden, C. J., Srit D. C., Moore, K. A., Cook, J. P., Lord, J. M. uu
Roberts, L. M. Protein disulphide-isomerase reduces ricin to itsadd B chains in the endoplasmic
reticulum Biochem J2004)383 285-293.

Stechmann, B., Bai, S. K., Gobbo, E., Lopez, R., Mar, G., Pinchard, S., Panigai, L., Tenza, D., Rapm, G.,
Beaumelle, B., Sauvaire, D., Gillet, D., Johannek, und Barbier, J. Inhibition of retrograde transport
protects mice from lethal ricin challeng€ell (2010)141, 231-242.

Stefan, A., Conti, M., Rubboli, D., Ravagli, L., Pesta, E. und Hochkoeppler, A.Overexpression and
purification of the recombinant diphtheria toxinrismt CRM197 in Escherichia cold Biotechno(2010)
156, 245-252.

Stillmark, H. Uber Ricin, ein giftiges Ferment aus dem Samen Ricinus communis L. und anderen
Euphorbiacen. Doctoral thesi§1888) University of Estonia.

Stirpe, F. Ribosome-inactivating protein$oxicon(2004)44, 371-383.

Storrie, B., Pepperkok, R. und Nilsson, TBreaking the COPI monopoly on Golgi recyclingends Cell Biol
(2000)10, 385-391.

Streuli, C. H., Patel, B. und Critchley, D. R.The cholera toxin receptor ganglioside GM remaissaxiated with
triton X-100 cytoskeletons of BALB/c-3T3 cdligp Cell Reg1981)136 247-254.

Studier, F. W. und Moffatt, B. A. Use of bacteriophage T7 RNA polymerase to direttctiee high-level
expression of cloned gendsMol Biol (1986)189 113-130.

Sturm, M. B. und Schramm, V. L. Detecting ricin: sensitive luminescent assay fairriA-chain ribosome
depurination kineticsAnal Chem(2009)81, 2847-2853.

Szewczak, A. A., Moore, P. B., Chang, Y. L. und Wadol. G. The conformation of the sarcin/ricin loop from 28S
ribosomal RNAProc Natl Acad Sci U S £993)90, 9581-9585.

Sztul, E. und Lupashin, V.Role of tethering factors in secretory membrandfitaAm J Physiol Cell Physiol
(2006)290 C11-26.

Tai, G., Lu, L., Wang, T. L., Tang, B. L., Goud, B, Johannes, L. und Hong, WParticipation of the syntaxin
5/Ykt6/GS28/GS15 SNARE complex in transport fraenetirly/recycling endosome to the trans-Golgi
network Mol Biol Cell (2004)15, 4011-4022.

Tarr, P. 1., Gordon, C. A. und Chandler, W. L. Shiga-toxin-producing Escherichia coli and haemiolyraemic
syndromeLancet(2005)365 1073-1086.

Taylor, S., Massiah, A., Lomonossoff, G., Roberts,. M., Lord, J. M. und Hartley, M. Correlation between the
activities of five ribosome-inactivating proteins depurination of tobacco ribosomes and inhibitioi
tobacco mosaic virus infectioRlant J1994)5, 827-835.

Tekle, C., Deurs, B., Sandvig, K. und Iversen, T. QCellular trafficking of quantum dot-ligand biocorgjates and
their induction of changes in normal routing of onfugated ligandsNano Lett(2008)8, 1858-1865.

Teter, K. und Holmes, R. K.Inhibition of endoplasmic reticulum-associated detgation in CHO cells resistant to
cholera toxin, Pseudomonas aeruginosa exotoximé,recin. Infect Immun(2002)70, 6172-6179.

Tolia, N. H. und Joshua-Tor, L.Slicer and the argonauteBlat Chem Biol(2007)3, 36-43.

Towbin, H., Staehelin, T. und Gordon, J.Electrophoretic transfer of proteins from polya@awylide gels to
nitrocellulose sheets: procedure and some apphbeeti 1979 Biotechnology(1992) 24, 145-149.

Townsley, F. M., Wilson, D. W. und Pelham, H. RMutational analysis of the human KDEL receptor:titist
structural requirements for Golgi retention, ligamihding and retrograde transporEmbo J(1993) 12,
2821-2829.

Tsai, B., Rodighiero, C., Lencer, W. |. und Rapopdr T. A. Protein disulfide isomerase acts as a redox-
dependent chaperone to unfold cholera togall (2001)104 937-948.

198



Literatur

Tsai, B., Ye, Y. und Rapoport, T. A.Retro-translocation of proteins from the endoplasméticulum into the
cytosol Nat Rev Mol Cell Bio2002) 3, 246-255.

Tsien, R. Y.The green fluorescent proteiAnnu Rev Biochen(1998)67, 509-544.

Turturro, F. Denileukin diftitox: a biotherapeutic paradigm ghifi the treatment of lymphoid-derived disorders
Expert Rev Anticancer Th¢2007)7, 11-17.

Ungar, D., Oka, T., Krieger, M. und Hughson, F. M.Retrograde transport on the COG railwayrends Cell Biol
(2006)16, 113-120.

Utskarpen, A., Slagsvold, H. H., Iversen, T. G., Wahli, S. und Sandvig, K.Transport of ricin from endosomes
to the Golgi apparatus is regulated by Rab6A antd62a Traffic (2006)7, 663-672.

Vallera, D. A., Chen, H., Sicheneder, A. R., Panoaksis-Mortari, A. und Taras, E. P. Genetic alteration of a
bispecific ligand-directed toxin targeting human TDand CD22 receptors resulting in improved efficac
against systemic B cell malignandyeuk Req2009)33, 1233-1242.

Van Belzen, N., Rijken, P. J., Hage, W. J., de Laa&. W., Verkleij, A. J. und Boonstra, J.Direct visualization
and quantitative analysis of epidermal growth fadtaluced receptor clustering] Cell Physiol(1988)
134, 413-420.

Van Deurs, B., Sandvig, K., Petersen, O. W., OlsngeS., Simons, K. und Griffiths, G.Estimation of the amount
of internalized ricin that reaches the trans-Gabgitwork J Cell Biol(1988)106 253-267.

Van Deurs, B., Tonnessen, T. |., Petersen, O. W.aiglvig, K. und Olsnes, SRouting of internalized ricin and
ricin conjugates to the Golgi complekCell Biol(1986)102 37-47.

Vasandani, V. M., Madan, S. und Ghosh, P. Cln vivo potentiation of ricin toxicity by monensitelivered
through liposomesBiochim Biophys Act41992)1116 315-323.

Viel, T., Dransart, E., Nemati, F., Henry, E., Thee, B., Decaudin, D., Lewandowski, D., Boisgard, R.,
Johannes, L. und Tavitian, B.In vivo tumor targeting by the B-subunit of shigih. Mol Imaging
(2008)7, 239-247.

Vincent, M. J., Martin, A. S. und Compans, R. W.Function of the KKXX motif in endoplasmic reticulum
retrieval of a transmembrane protein depends onéhgth and structure of the cytoplasmic domadiBiol
Chem(1998)273 950-956.

Von Heijne, G. Patterns of amino acids near signal-sequence clgasites Eur J Biochen(1983)133 17-21.

Von Heijne, G. Signal sequences. The limits of variatidrMol Biol (1985)184, 99-105.

Von Heijne, G. A new method for predicting signal sequence cleastgs Nucleic Acids Re$1986) 14, 4683-
4690.

Voos, W. und Stevens, T. H.Retrieval of resident late-Golgi membrane proteiinem the prevacuolar
compartment of Saccharomyces cerevisiae is dependehe function of Grd19@ Cell Biol(1998)14Q
577-590.

Walch, B. "Delivery" funktioneller Nukleinsauren in Antigemgsentierenden Saugerzellen mittels rekombinanter
Hefen.Dissertation(2009) Molekular- und Zellbiologie, Universitat des Saades.

Wales, R., Chaddock, J. A., Roberts, L. M. und Lord J. M. Addition of an ER retention signal to the ricin A
chain increases the cytotoxicity of the holotorp Cell Re$1992)203 1-4.

Wales, R., Roberts, L. M. und Lord, J. M.Addition of an endoplasmic reticulum retrieval seqce to ricin A
chain significantly increases its cytotoxicity tammmalian cellsJ Biol Chen(1993)268 23986-23990.

Walsh, T. A., Morgan, A. E. und Hey, T. D.Characterization and molecular cloning of a proemeyform of a
ribosome-inactivating protein from maize. Novel hwmusm of proenzyme activation by proteolytic
removal of a 2.8-kilodalton internal peptide segmdrBiol Chen(1991)266 23422-23427.

Wang, C. T., Jetzt, A. E., Cheng, J. S. und CohicllV. S.Inhibition of the unfolded protein response bynie-
chain enhances its cytotoxicity in Mammalian céllgxins (Basel}2011)3, 453-468.

Wang, H. B., Xia, F., Ge, J., Yin, J., Tan, L. SZhang, P. D. und Zhong, JCo-application of ricin A chain and
a recombinant adenovirus expressing ricin B chaB @& novel approach for cancer therapscta
Pharmacol Sif2007a)28, 657-662.

Wang, M., Yu, S., Wang, C. und Kong, JTracking the endocytic pathway of recombinant grotexin delivered
by multiwalled carbon nanotube&CS Nano(2010)4, 6483-6490.

Wang, P. und Tumer, N. E.Virus resistance mediated by ribosome inactivapnoteins Adv Virus Res(2000)
55, 325-355.

Wang, S. T., Hu, M. R., Guo, J. W., Feng, J. N. undhen, B. F.[Fusion expression and purification of
recombinant ricin A-chain]Xi Bao Yu Fen Zi Mian Yi Xue Za Zhi2005)21, 137-140.

Wang, X., Li, X. und Li, Y. A modified Coomassie Brilliant Blue staining methaidnanogram sensitivity
compatible with proteomic analysiBiotechnol Let{2007b)29, 1599-1603.

Warnier, M., Romer, W., Geelen, J., Lesieur, J., Arassou, M., van den Heuvel, L., Monnens, L. und
Johannes, L.Trafficking of Shiga toxin/Shiga-like toxin-1 inrhan glomerular microvascular endothelial
cells and human mesangial cellidney Int(2006)70, 2085-2091.

Watson, P., Jones, A. T. und Stephens, D. lhtracellular trafficking pathways and drug deliwerfluorescence
imaging of living and fixed cell&Adv Drug Deliv Re(2005)57, 43-61.

199



Literatur

Wedin, G. P., Neal, J. S., Everson, G. W. und Kreefok, E. P.Castor bean poisoninghm J Emerg Meq1986)
4, 259-261.

Welsh, L. M., Tong, A. H., Boone, C., Jensen, O. Nuind Otte, S.Genetic and molecular interactions of the
Erv41p-Erv46p complex involved in transport betwéem endoplasmic reticulum and Golgi compléx
Cell Sci(2006)119 4730-4740.

Wesche, J., Rapak, A. und Olsnes, ®ependence of ricin toxicity on translocation of tioxin A-chain from the
endoplasmic reticulum to the cytosdIBiol Chen(1999)274, 34443-34449.

Weston, S. A., Tucker, A. D., Thatcher, D. R., Dengshire, D. J. und Pauptit, R. A. X-ray structure of
recombinant ricin A-chain at 1.8 A resolutiohMol Biol (1994)244, 410-422.

Wheatley, S. P. und Wang, Y. Lindirect immunofluorescence microscopy in cultucetls Methods Cell Biol
(1998)57, 313-332.

Wiechelman, K. J., Braun, R. D. und Fitzpatrick, J.D. Investigation of the bicinchoninic acid protein ags
identification of the groups responsible for colormation Anal Biochem(1988)175 231-237.

Wiest, D. L., Bhandoola, A., Punt, J., Kreibich, G. McKean, D. und Singer, A.Incomplete endoplasmic
reticulum (ER) retention in immature thymocytesraegealed by surface expression of "ER-resident”
molecular chaperone®roc Natl Acad Sci U S £1997)94, 1884-1889.

Wilkins, M. E., Li, X. und Smart, T. G. Tracking cell surface GABAB receptors using an alplingarotoxin tag
J Biol Chem(2008)283 34745-34752.

Wilson, D. W., Lewis, M. J. und Pelham, H. RpH-dependent binding of KDEL to its receptor irrait] Biol
Chem(1993)268 7465-7468.

Winzeler, E. A., Shoemaker, D. D., Astromoff, A., lang, H., Anderson, K., Andre, B., Bangham, R., Beto,
R., Boeke, J. D., Bussey, H., Chu, A. M., Connel\C., Davis, K., Dietrich, F., Dow, S. W., El
Bakkoury, M., Foury, F., Friend, S. H., Gentalen, E, Giaever, G., Hegemann, J. H., Jones, T., Laub,
M., Liao, H., Liebundguth, N., Lockhart, D. J., Lucau-Danila, A., Lussier, M., M'Rabet, N., Menard,
P., Mittmann, M., Pai, C., Rebischung, C., Revueltal. L., Riles, L., Roberts, C. J., Ross-MacDonald,
P., Scherens, B., Snyder, M., Sookhai-Mahadeo, SStorms, R. K., Veronneau, S., Voet, M.,
Volckaert, G., Ward, T. R., Wysocki, R., Yen, G. S.Yu, K., Zimmermann, K., Philippsen, P.,
Johnston, M. und Davis, R. W.Functional characterization of the S. cerevisiae@®e by gene deletion
and parallel analysisSciencg1999)285 901-906.

Wright, H. T. und Robertus, J. D. The intersubunit disulfide bridge of ricin is essaifor cytotoxicity Arch
Biochem Biophy41987)256 280-284.

Wu, C. J., Hsueh, P. R. und Ko, W. CA new health threat in Europe: Shiga toxin-prodgcischerichia coli
0104:H4 infectionsJ Microbiol Immunol Infec{2011)44, 390-393.

Xiao, G., Chung, T. F., Pyun, H. Y., Fine, R. E. uth Johnson, R. J.KDEL proteins are found on the surface of
NG108-15 cellsBrain Res Mol Brain Red999)72, 121-128.

Yang, T. T., Cheng, L. und Kain, S. ROptimized codon usage and chromophore mutationsigeoenhanced
sensitivity with the green fluorescent protditucleic Acids Re$1996)24, 4592-4593.

Yoshida, T., Chen, C. C., Zhang, M. S. und Wu, H. (Disruption of the Golgi apparatus by brefeldin Aiipits
the cytotoxicity of ricin, modeccin, and Pseudonsotoin Exp Cell Re$1991)192 389-395.

Youle, R. J. und Huang, A. H.Protein Bodies from the Endosperm of Castor Bearfiactionation, Protein
Components, Lectins, and Changes during Germinaitant Physio(1976)58, 703-709.

Young, J. A. und Collier, R. J.Anthrax toxin: receptor binding, internalizationgge formation, and translocation
Annu Rev Biochen{2007)76, 243-265.

Yu, M. und Haslam, D. B. Shiga toxin is transported from the endoplasmiccrdtm following interaction with
the luminal chaperone HEDJ/ERdjiifect Immun(2005)73, 2524-2532.

Zabrocki, P., Bastiaens, |., Delay, C., Bammens, ,TGhillebert, R., Pellens, K., De Virgilio, C., VanLeuven, F.
und Winderickx, J. Phosphorylation, lipid raft interaction and traffif alpha-synuclein in a yeast model
for Parkinson Biochim Biophys Actg42008)1783 1767-1780.

Zanetti, G., Pahuja, K. B., Studer, S., Shim, S. uhSchekman, R.COPII and the regulation of protein sorting in
mammalsNat Cell Biol(2011)14, 20-28.

Zernike, F. How | discovered phase contraSiciencg1955)121, 345-349.

Zhan, J., Chen, Y., Wang, K. und Zheng, SExpression of ricin A chain and ricin A chain-KDH#1LEscherichia
coli. Protein Expr Purif2004)34, 197-201.

Zhan, J., Stayton, P. und Press, O. WModification of ricin A chain, by addition of endapmic reticulum
(KDEL) or Golgi (YQRL) retention sequences, enhanits cytotoxicity and translocationCancer
Immunol Immunothe(1998)46, 55-60.

Zhao, L. und Haslam, D. B.A quantitative and highly sensitive luciferase-lzhsssay for bacterial toxins that
inhibit protein synthesis) Med Microbiol(2005)54, 1023-1030.

Zhong, R. K., van de Winkel, J. G., Thepen, T., Salitz, L. D. und Ball, E. D. Cytotoxicity of anti-CD64-ricin a
chain immunotoxin against human acute myeloid Imikecells in vitro and in SCID micd Hematother
Stem Cell Re$2001)10, 95-105.

200



Literatur

Zhou, H. M., Brust-Mascher, |. und Scholey, J. MDirect visualization of the movement of the monaereexonal
transport motor UNC-104 along neuronal processetiviimg Caenorhabditis elegang Neurosc(2001)
21, 3749-3755.

Zhu, H. und Bussey, H.The K1 Toxin of Saccharomyces cerevisiae Kills Byasts of Many Yeast Speciégppl
Environ Microbiol(1989)55, 2105-2107.

Zimmermann, R., Eyrisch, S., Ahmad, M. und Helms, V Protein translocation across the ER membrane
Biochim Biophys Actg62010)1808 912-924.

Zoja, C., Buelli, S. und Morigi, M. Shiga toxin-associated hemolytic uremic syndromathgphysiology of
endothelial dysfunctiarPediatr Nephro2010)25, 2231-2240.

Zornetta, ., Brandi, L., Janowiak, B., Dal Molin, F., Tonello, F., Collier, R. J. und Montecucco, Clmaging
the cell entry of the anthrax oedema and lethain®xvith fluorescent protein chimera€ell Microbiol
(2010)12, 1435-1445.

201



Veroffentlichungen

8. Verdffentlichungen
Publikationen

Becker, B. and Schmitt, M. J.Adaptingyeast as model to study ricin toxin A uptake and
trafficking. Toxins(2011) 3, 834-847.

Becker, B., Schnéder, T., Breinig, F., Schmitt, MJ. New yeast-based reporterassay
reveals striking similarities between the traffrofgi of ricin A in yeast and ricin in

mammalian cells. (Manuskript in Vorbereitung)

Poster

Becker, B. and Schmitt, M. J.Adapting yeast as a model to study ricin toxin Aake and
trafficking. VAAM-Jahrestagung, Tubinge@q12

Becker, B. and Schmitt, M. J. Endocytosis and toxicity of ricin A in yeast. VAAM
Jahrestagung, Karlsruh2011)

Becker, B. and Schmitt, M. J.Chimeric toxins: a tool to study the endocytosisl dhe

mode of action of ricin in yeasts. VAAM-JahrestaguHannoverZ010

202



Erklarung

Erklarung

Hiermit versichere ich an Eides statt, dass ichwdidiegende Arbeit selbstandig und ohne
Benutzung anderer als der angegebenen Hilfsmittgfartigt habe. Die aus anderen Quellen
oder indirekt Ubernommenen Daten und Konzepte simder Angabe der Quelle

gekennzeichnet.
Die Arbeit wurde bisher weder im In- noch im Auslaim gleicher oder ahnlicher Form in

einem Verfahren zur Erlangung eines akademischadé&srvorgelegt.

Saarbrtcken, Juni 2012
(Bjorn Becker)

203



Danksagung

Danksagung

An erster Stelle danke ich meinem Doktorvater, riétrof. Dr. Manfred J. Schmitt, fur die
Uberlassung des interessanten und herausfordeffidemas und die Mdglichkeit, meine
Promotion in seiner Arbeitsgruppe durchzufiihrenelé Dank fir ihr Interesse am
Fortschritt meiner Experimente, ihre zahlreichenregungen und Kritiken sowie ihre
aufmunternden Worte. Auch ihre tatkraftige Hilfe i baler Verbesserung der
Publikationsmanuskripte hat wesentlich zum Gelinden vorliegenden Arbeit beigetragen.
Herzlichen Dank fiur das entgegengebrachte Vertrawed die Unterstlitzung bei der

Bewilligung meines Graduiertenstipendiums.

Einen herzlichen Dank auch an Herrn Prof. Richard Zimmermann fur die freundliche
Ubernahme des Koreferats und die Bereitschaft, sithmeinen Forschungsergebnissen
auseinanderzusetzen. Zudem mochte ich mich fir Migglichkeit bedanken, die
Untersuchungen zum Sec61-Knockdown in seiner Asgrippe durchzufuhren. An dieser
Stelle gilt mein besonderer Dank Nico Schauble,dieh in die siRNA-Technik eingefihrt
und mich tatkraftig bei den Experimenten unterstitat. Vielen Dank fur deine Hilfe,
Geduld und konstruktiven Ideen. Ebenso gilt meimiDder ganzen Arbeitsgruppe fir die

herzliche Aufnahme.

Ein besonderer Dank gilt Dr. Bjorn Diehl (Ligatd)r die einmalige Einweisung in den
Laboralltag wahrend der F- und Diplomarbeit, digdystlitzung bei meinen ersten wackligen
Gehversuchen als Molekularbiologe (Stichwort: Wies#enalyse), der Hilfe bei vielen
kleinen bis ganz gro3en Computer-Problemen sowieli&ischéne Laborzeit. Deine Mihen
haben sich ausgezabhlt: Ich bin ein kompetenter kiddebiologe geworden.

Vielen Dank an meine Lieblings-Laborkollegen/in Téten Hoffmann, Nina Muller und Dr.
Esther Giesselmann. Ihr seid einfach grol3artigdel§eh, die ich nie vergessen werde. Das
Aufzahlen alle lustigen und wahnwitzigen Momenteaéiden Rahmen sprengen. Vielleicht
schreib ich mal ein Buch, wenn ich im betuchteneAlbin. Danke fur die leckeren
Nachtische, das Korrekturlesen meiner Dissertatitom,Hilfe bei der Durchflusszytometrie
(gell Nina), die tollen Geburtstagsgeschenke, d#fehtlich schonen Doktorhut und den nie
verlorenen Humor trotz teilweise deprimierenderdbrgsse. Vielen Dank auch an meinen
Lieblings-Franzosen Guillaume Wendt, der mich raiher frohlichen Art immer wieder zum

Lachen gebracht und zum Joggen ("Laufbande™) nestiiat.

204



Danksagung

Bei Dr. Frank Breinig bedanke ich mich fur die gutRatschlage und Ideen zur LOsung
meiner theoretischen und praktischen Probleme (ikitte da mal noch eine Frage"). Danke
auch fur das Korrekturlesen der Manuskripte bzwssBitation sowie die erstklassige
Beforderung zur VAAM-Tagung.

Einen herzlichen Dank auch an unsere (meine) SekmetNicole Jundel, die sich

hervorragend um birokratische und private Anliegekiimmert hat. Danke.

Ein groRes Dankeschén geht auch an alle meine digemand jetzigen Studenten Domenik
Rammo, Senda Saddem und Lisa Stolz, die sich wdhineer F-Praktika, ihrer Diplom- oder
Bachelor-Arbeiten mit groRem Interesse und Einaatmeiner Forschung beteiligt haben und

somit zum Gelingen dieser Arbeit beitrugen.

Fur die freundliche und schnelle Bereitstellung vamtikrpern und Plasmiden danke ich
Prof. Dr. L. Roberts, Prof. Dr. J. C. Cook, Proft. R. Zimmermann und Prof. Dr. V.

Flockerzi.

Ebenfalls méchte ich mich bei der Arbeitsgruppe ¥vof. Dr. . Bernhard daflir bedanken,
dass ich das FACS-Gerat nutzen durfte. Bei der ifstpeippe von Prof. Dr. E. Heinzle fur
die Mdoglichkeit, das Oxoplate-System zu testen ded Fluoreszenz-Reader nutzen zu
durfen. Bei der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. F. Giffn bedanke ich mich fir die
Moglichkeit, das Akta-System verwenden zu koénneberSo bedanke ich mich bei der
Arbeitsgruppe von Prof. Dr. K. Romisch fur die Be&sellung des Isotopenlabors zur
Durchfiihrung der radioaktiven Markierungsversuchl uhrem Team fur die Hilfe bei

praktischen Problemen.

Bei Roswitha Schepp moéchte ich mich ganz herzliéh ihre Hilfsbereitschaft, die
Ubernahme einiger Klonierungsarbeiten sowie die thesten Weihnachtsplatzchen
bedanken. Danke, dass du dir soviel Zeit fir m@&inkegen genommen und ein erstklassiges
Arbeitsumfeld im S&ugerlabor geschaffen hast.

Der Graduiertenforderung der Universitdt des Sadda danke ich fir finanzielle und
fachliche Forderung im Rahmen meines Stipendiuniengo danke ich auch Herrn Prof.

Dr. J. Walter fur die Erstellung des Stipendiumaghtens.

205



Danksagung

Ebenso vielen Dank an...
..... Dr. D. Muller, Dr. K. Hollemeyer und Georg Taer fur ihre Hilfe bei den Oxoplate-
Messungen und der Maldi-TOF-Analyse.

Dr. G. Kohring fur die Hilfe bei technischendumikrobiologischen Fragen;

Leon Muijs fir die Unterstitzung am konfokaleaserscanning Mikroskop sowie die
hervorragende FACS-Einweisung.
..... die ehemaligen Weggefahrten Dr. Julia Dausemdi Dr. Silvia Boschi Bazan fir eure
ehrliche und hilfsbereite Art.
..... Dr. Tina Schnoder fur die Unterstitzung ben dadioaktiven Markierungsexperimenten
sowie die telefonische Hilfe bei Ricin-relevanteagen.
..... Andrea Karrenbauer fur deine Hilfe bei derii&yung verschiedener Toxinvarianten
..... Klaus Witte bei der technischen Unterstltzurg der affinitatschromatograpischen
Reinigung der Toxinvarianten.
..... Marc Lind fur die Mit-Betreuung wéhrend meim@plomarbeit und den Zuckerapfel.
..... den Rest der derzeitigen und ehemaligen Aspeippe Molekular- und Zellbiologie fur
das freundliche und tolle Arbeitsklima.
....meinen ehemaligen Biologielehrer, Herrn Woligig8chmidt, der mir die Biologie naher
gebracht hat.

Zum Schluss moéchte ich den wichtigsten Menschemé&inem Leben danken, die einen
wesentlichen Anteil am Gelingen dieser Arbeit habkm danke ganz herzlich meiner
Familie, die mich immer unterstltzt und mir denigi@n Rlckhalt gegeben hat. Besonders
meiner Mama danke ich von Herzen fir ihr Verstasdiire Geduld und ihre Liebe. Meiner
Oma fur die unzahligen Mittagessen, den Laptop-Keud die schone Zeit Daheim. Meinem
Bruder danke ich fir das Interesse an meiner Atradtdie Hilfe bei zahllosen Umzigen. Du
schaffst das Diplom auch! Meinem Onkel fir das Kkturlesen meiner Arbeit. Meiner
damaligen Freundin Sarah danke ich von ganzem Hdireihre entgegengebrachte Liebe

und Unterstitzung im Laufe meiner Promotion.

Mein letzter Dank geht an meinen verstorbenen @pa,ijmmer an mich geglaubt hat und

letztendlich Recht hatte. Ich werd dir das nie essgn.

206



Lebenslauf

Lebenslauf

Name:Bjorn Becker
Geburtsdatum: 05.06.1982

Geburtsort: Saarlouis

Familienstand: ledig

Beruflicher Werdegang

seit Juli 2008

Promotion (LGFG-Promotionsstipendides Saarlandes) am
Lehrstuhl fir Molekular- und Zellbiologie an der iMersitéat
des Saarlandes, Saarbriicken, Prof. Dr. M. J. Sghimiema
der Dissertation: ,Untersuchungen zur Endozytoseé zum
intrazellularen Transport von Ricin A (RTA) in Hefend

Saugerzellen*®

Universitare Ausbildung

2007 — 2008

2002 — 2008

Diplomarbeit am Lehrstuhl fir Molekuland Zellbiologie
Prof. Dr. M. J. Schmitt, Titel der Diplomarbeit:,tBrsuchung
zur Wirkungsweise von porcinerf-Defensin pBD-1 nach

heterologer Expression in Hefen*

Studium der Biologie mit Schwerpunktunman- und
Molekularbiologie an der Universitait des Saarlandes
Saarbriicken

Abschluss: Diplom (1,3)

Hauptfach: Molekular- und Zellbiologie

Schulische Laufbahn

1998 — 2001
1992 — 1998
1988 — 1992

Max-Planck-Gymnasium Saarlouis (Ab,0)
Kreisrealschule Saarlouis (MittlergdRd.,3)

Albero-Grundschule Schwalbach/Saar

207



